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Zusammenfassung
Das Entwicklungsstadium bestimmter Krankheiten ist eng mit der Konzentration
diverser Proteine in biologischen Proben verknüpft. Eine sensitive Detektion die-
ser sogenannten Biomarker kann somit maßgeblich zu einer frühzeitigen Diagnose
beitragen. In der vorliegenden Arbeit wurden strukturierte, fluorogene Sonden entwi-
ckelt, die die Möglichkeit bieten in einem homogenen Verfahren Zielproteine sensitiv,
direkt und in Echtzeit nachzuweisen.
Die peptidische Erkennungssequenz für das Zielprotein wurde dabei von zwei zu-
einander komplementären PNA-Segmenten flankiert. Die Sonden besaßen dadurch
eine haarnadelförmige Anordnung, in der kontrolliert eingebaute Reporter in eine
enge Proximität gezwungen wurden und ein minimales Hintergrundsignal im unge-
bundenen Zustand gewährleisteten. Durch die Wechselwirkung mit dem Zielprotein
erfolgte eine Reorganisation der Sondenstruktur, die fluoreszenzspektroskopisch ver-
folgt werden konnte. Für den Einbau der fluorogenen Einheiten wurden verschiede-
ne Strategien entwickelt und die resultierenden Architekturen bzgl. ihres Einsatzes
als sensitives Detektionssystem validiert. Als Zielproteine wurden dabei die intra-
zellulären SH2-Domänen der Src- und Lck-Kinase sowie die extrazelluläre Matrix-
Metalloprotease MMP-7, ein proteolytischer Biomarker für Krebs, untersucht. Be-
sonders die neuartigen In-Stem Hairpin Peptide Beacons (IS-HPBs), bei denen fluo-
rogene Pseudonukleobasen in die PNA-Stammregion eingebaut wurden, zeichneten
sich als sensitive Proteasereporter mit einer bis zu 50-fachen Signalverstärkung aus.
Mit einem excimerbasierten IS-HPB und einer zeitaufgelösten Fluoreszenzmethode
konnte die direkte Detektion von MMP-7 bei einer kritischen Konzentration von
1 nM im humanen Blutserum erreicht werden. Eine mögliche Anwendbarkeit in der
medizinischen Diagnostik wurde somit bekräftigt. Weiterhin wurden erste Hinweise
mithilfe thermodynamischer Untersuchungen erhalten, dass die Strukturierung einer
peptidischen Sonde zu einer erhöhten Selektivität beiträgt.
Schlagworte: Peptidnukleinsäure, Proteindetektion, Biomarker, Fluoreszenz, Exci-
mer
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Abstract
The developmental stage of certain diseases is closely linked to the concentration
of various proteins in biological samples. A sensitive detection of these so-called
biomarkers can thus significantly contribute to an early diagnosis. In the present
work, structured, fluorogenic probes were developed that offer the possibility of
a sensitive, direct and in real-time detection of target proteins in a homogeneous
process.
The peptidic recognition sequence for the target protein was thereby flanked by
two self-complementary PNA segments. As a result, the probes possessed a hairpin-
type arrangement, in which suitable appended labels are forced into close proximity
and guaranteed a minimal background signal in the unbound state. By interacting
with the target protein a reorganization of the probe structure occured, which could
be followed by fluorescence spectroscopy. To embed the fluorogenic units different
approaches were developed and the resulting architectures were validated relating
to their use as a sensitive detection system. As target proteins the intracellular
SH2-domains of the Src and Lck kinase and the extracellular matrix metallopro-
tease MMP-7, a proteolytic biomarker for cancer, were investigated. In particular,
the new In-Stem Hairpin Peptide Beacons (IS-HPBs), in which fluorogenic pseu-
do nucleic acids were incorporated into the PNA-stem region, proved as sensitive
protease reporters with an up to 50-fold signal amplification. By using an excimer-
signaling IS-HPB and a time-resolved fluorescence method the direct detection of
MMP-7 with a critical concentration of 1 nM within complex human blood serum
was achieved. A possible application in medical diagnostics was thus confirmed. Fur-
thermore, initial indications were obtained using thermodynamic studies that the
structure of a peptide-based probe contributes to increased selectivity.
keywords: peptide nucleic acid, protein detection, biomarker, fluorescence, excimer
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Wenn dir alles gelingt, was du versuchst,
dann versuchst du nicht genug.
Gordon Moore
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1 Einleitung
Die strukturelle und funktionale Aufklärung der Gesamtheit aller Proteine einer
Zelle sind Ziele des Fachgebiets der Proteomik. Proteine und deren Funktion be-
stimmen maßgeblich die phänotypische Vielfalt, die aus gleichen Genen entsteht.
Posttranslationale Modifikationen tragen dabei zu deren Struktur, Funktion, Loka-
lisierung und Reifung bei. Im Gegensatz zur Stabilität des Genoms, ist das Pro-
teom ein hochdynamisches System, das ständigen Änderungen der Konzentration
und Zusammensetzung unterliegt. Fehlregulierungen können zur Entstehung diverser
Krankheiten beitragen und für die medizinischen Diagnostik verwendet werden. [1,2]
Die Identifikation und Untersuchung sogenannter Biomarker bildet dabei einen zen-
tralen Forschungsschwerpunkt. [3,4] Diese Proteine oder Peptide bzw. deren Konzen-
trationen in komplexen, biologischen Medien, wie Serum, Plasma oder Urin, sind
eng mit spezifischen Krankheiten oder deren Entwicklungsstadien verknüpft. Mit-
hilfe der Bestimmung ihrer aktiven Population erlauben sie die frühzeitige Diagnose
und Prognose von Krankheiten, wie Herz-Kreislauf-Erkrankungen, [5] Krebs [611] und
Alzheimer, [12] sowie die Bewertung des Therapieverlaufs bei der Behandlung mit di-
versen Wirkstoffen.
Mit der Verbesserung der Auflösung massenspektrometrischer Verfahren und
der Kopplung mit chromatographischen und gelelektrophoretischen Techniken wur-
de die Entdeckung von potentiellen Biomarkern enorm voran getrieben. [1315] Die
Methoden für deren Quantifizierung basieren auf der Transformation der Wech-
selwirkung mit dem Zielmolekül in optische (Absorption oder Emission), elektrische
(Leitfähigkeit) oder mechanische (Masse) Signale, die die vorhandene Konzentration
proportional widerspiegeln. [1618] Die häufigste Methodik in der klinischen Anwen-
dung beruht zurzeit auf einem heterogenen, immunohistochemischen Verfahren, dem
Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA). [1922] Diese Technik erfordert jedoch
aufwändige Waschprozesse und ermöglicht keine direkte Untersuchung in Echtzeit.
Des Weiteren ist eine vorherige Herstellung selektiver Antikörper notwendig. Er-
strebenswert wäre eine simple Methode für die zuverlässige Detektion und Quan-
tifizierung von Biomarkern in biologischen Medien ohne zusätzliche Arbeitsschritte
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oder Komponenten. Eine Möglichkeit zur Realisierung bieten fluoreszenzmarkier-
te, peptidbasierte Sonden, die von dem Biomarker in homogener Lösung spezifisch
erkannt und gebunden bzw. prozessiert werden. Die Entwicklung von haarnadelför-
migen, dualmarkierten PNA-Peptid-Konjugaten mit einer niedrigen Hintergrund-
fluoreszenz erlaubte die sensitive Detektion einer SH2-Domäne mit einer 12-fachen
Signalverstärkung. [23] Diese Ergebnisse liegen jedoch weit unter den bis zu dreistelli-
gen Resultaten, die bei der Detektion von Nukleinsäuren mit DNA-basierten Sonden
erreicht wurden. [2426] Durch die Entwicklung eines alternativen Sondendesigns der
peptidbasierten, haarnadelförmigen PNA-Peptid-Konjugate sollte eine Steigerung
der Sensitivität möglich sein und somit deren Potential für eine Anwendung in der
klinischen Diagnostik diverser Biomarker erhöhen.
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2.1 Die SH2-Domäne - Ein intrazelluläres
Interaktionsmodul
Die Familie der Src Homology 2 (SH2)-Domänen ist eine der umfangreichsten Vertre-
ter der Proteininteraktionsmodule. Sie erkennen spezifisch phosphorylierte Tyrosin-
reste (pY) und sind somit ein wichtiger Bestandteil der Proteinkinase-vermittelten
Zellregulierung. Neben der Transduktion externer Signale durch die Wechselwirkung
mit Zellrezeptoren sind die Domänen an der Kontrolle von intrazellulären Prozessen,
wie der Zelldifferenzierung oder -proliferation, dem Proteinabbau oder -transport,
der Genexpression und DNA-Reparatur, entscheidend beteiligt. [27] Im menschlichen
Organismus konnten bisher 120 Domänen in 100 verschiedenen Proteinen identifi-
ziert werden, von denen 10 tandem-SH2-Domänen besitzen. Anhand ihrer struk-
turellen Übereinstimmungen und der Zusammensetzung mit weiteren funktionalen
Modulen können die zahlreichen Mitglieder in diverse Gruppen, wie Kinasen, Phos-
phatasen oder Transkriptionsfaktoren, eingeteilt werden. [28]
Bei der Wechselwirkung der SH2-Domäne mit ihrem Bindungspartner werden
in der Regel nur kurze Peptidsequenzen spezifisch gebunden, die im physiologischen
Kontext einem Abschnitt des interagierenden Proteins entsprechen. Allen gemein ist,
dass für eine Bindung mit hoher Affinität ein Phosphotyrosin notwendig ist, dessen
C -terminaler Sequenzkontext (pY+1 bis +5) zumeist die Bindung durch einen in-
dividuellen Vertreter bestimmt. Um falsche Signale durch fehlerhafte Assoziationen
in der dichten, kompetitiven Umgebung der Zelle zu vermeiden, entwickelte sich
evolutionär eine hohe Spezifität gegenüber den jeweiligen Erkennungssequenzen. [29]
Die Entdeckung dieser Peptidsequenzen und Zuordnung zu den korrespondieren-
den Proteinen bildete einen zentralen Forschungsschwerpunkt, um das Verständnis
des Interaktionsnetzwerks in der Zelle zu verbessern. Die Methoden basierten dabei
vor allem auf der Verwendung von Peptidbibliotheken und einer affinitätsbasierten
Separierung aus den Sequenzvariationen mithilfe immobilisierter Proteine. [3032]
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Neben der Identifizierung von Erkennungssequenzen lag ein weiterer Fokus auf
der Aufklärung der Funktion der SH2-Domänen und deren Relevanz für die Ent-
wicklung von Krankheitsbildern. Es konnten beispielsweise unter Verwendung von
genetisch manipulierten Zelllinien Einblicke in die Funktion der SH2-Domäne der,
vor allem in T-Zellen exprimierten, Lck-Kinase (engl. lymphocyte specific) gewon-
nen werden. [33] Es gelang der Nachweis, dass die Lck-Kinase maßgeblich an der
T-Zell-vermittelten Immunantwort beteiligt ist. Dabei nimmt die Regulierung ihrer
Kinaseaktivität mittels der SH2-Domäne eine zentrale Rolle ein. Wenn kein externer
Stimulus vorliegt, ist das C -terminale Phosphotyrosin (pY505, im Sequenzkontext
pYQPQ) mit der intramolekularen SH2-Domäne assoziiert und zwingt die katalyti-
sche Domäne in eine inaktive Konformation (Abbildung 2.1). Diese wird durch eine
Abbildung 2.1: Regulierung der Lck-Kinaseaktivität. Aktivierung infolge der: (a) Ver-
drängung durch einen extrinsischen Liganden X. (b) Dephosphorylierung
durch eine Phosphatase. [34]
Interaktion mit der SH3-Domäne zusätzlich stabilisiert. Infolge der Verdrängung
durch einen extrinsischen Liganden (a) oder der Dephosphorylierung mittels einer
Phosphatase (b) geht die Struktur in eine proaktive Form über, die durch die Auto-
phosphorylierung an Position Y394 entsteht. Diese Form ist wiederum in der Lage
die T-Zellrezeptoren zu aktivieren und somit eine Immunantwort einzuleiten. [34,35]
Defekte in der Lck-Expression führen somit zu schwerwiegenden Missständen in der
T-Zell-vermittelten Immunantwort. [36] Die Entwicklung von Krankheitsbildern in-
folge einer Fehlregulierung von SH2-vermittelten, zellulären Prozessen ist nicht auf
die Lck SH2-Domäne beschränkt, sondern konnte für zahlreiche weitere Vertreter
aufgedeckt werden. [28] So kann eine Mutation der zellulären Src-Kinase zur Onko-
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genese führen. [37] Aufgrund dessen stellen die SH2-Domänen ein interessantes Drug
Target in der Medikamentenentwicklung dar. [3840]
Die Kristallstrukturen der Lck und Src SH2-Domäne verdeutlichen exempla-
risch, dass sich die dreidimensionalen Strukturen der einzelnen Domänen, aufgrund
der stark konservierten, in etwa 100 Aminosäuren langen Primärsequenz, sehr ähn-
lich sind (Abbildung 2.2 a). Sie bestehen im Wesentlichen aus zwei α-Helizes (αA,
αB) und zentralen antiparallelen β-Faltblättern (βA-βG), die über Schleifenregio-
nen miteinander verknüpft sind. Durch die Kokristallisation mit Bindungspepti-
den konnten die Wechselwirkungen beim Bindungsprozess näher charakterisiert und
Abbildung 2.2: Kristallstrukturen einer Auswahl von SH2-Domänen. (a) Ver-
gleich der Lck SH2- (blau, PDB-ID: 1LCK) und Src SH2-
Domäne (braun, PDB-ID: 1SPS). (b) Src SH2-Domäne mit
dem Peptidsegment PQpYEEI aus dem hamster polyoma-
virus middle-sized tumor (hmT )-Antigen (PDB-ID: 1SPS).
(c) Lck SH2-Domäne mit dem Peptidsegment TEGQpYQPQPA aus
dem C -Terminus der Lck-Kinase (PDB-ID: 1LCK). Die Vertiefungen
sind durch eine gestrichelte Linie angedeutet.
zwei Vertiefungen, die essentiell für die Assoziation sind, identifiziert werden (Ab-
bildung 2.2 b, c). Die erste wird durch Teile von αA, βB und βD geformt und ist
für die Koordination von pY über ein Zusammenspiel aus elektrostatischen und
Van-der-Waals-Wechselwirkungen sowie Wasserstoffbrückenbindungen verantwort-
lich. Dabei kommt dem stark konservierten Rest ArgβB5 eine zentrale Rolle zu,
dessen Verlust in Mutationsexperimenten einen nahezu vollständigen Rückgang der
Bindungsaffinität nach sich zog (Tabelle 2.1). [41,42] In der zweiten Tasche erfolgt
die Assoziation vorwiegend über hydrophobe Wechselwirkungen. Die Bindung einer
Peptidsequenz an die SH2-Domäne findet zumeist in einer gestreckten Konforma-
tion statt, wobei nur für 4-7 Aminosäuren der direkte Kontakt mit der Domäne
nachweisbar ist. Der Vergleich mit der freien Src SH2-Domäne deckte nur minima-
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le konformative Änderungen während der Peptidbindung auf. So ist die hydrophile
pY-Tasche der isolierten SH2-Domäne im unkomplexierten Zustand leicht nach au-
ßen geöffnet, wohingegen die hydrophobe Vertiefung etwas verschlossen ist. [43]
Um wichtige Positionen für eine starke Wechselwirkung mit der Src SH2-Domäne
zu identifizieren, wurden die Aminosäuren eines Bindungsmotivs sukzessiv gegen
Alanin ausgetauscht und die KD-Werte der bimolekularen Assoziation mithilfe der
Isothermen Titrationskalorimetrie (ITC) ermittelt (Tabelle 2.1). [44] Ein Vergleich
Tabelle 2.1: KD-Werte der Bindung von Src SH2-Domänen mit diversen Peptidsequen-
zen. [44]
SH2-Mutant Sequenz KD [µM]
Wildtyp
PQpYEEIPI 0.18
PQpYEEAPI 1.75
PQpYAEIPI 0.34
PQYEEIPI 2222
βB5 (R→A)
PQpYEEIPI
39.4
βD6 (K→A) 1.80
αA2 (R→A) 1.07
durch ITC-Messungen bei 25 ◦C ermittelt.
mit dem KD-Wert der unveränderten Sequenz PQpYEEIPI offenbarte essentielle
Positionen für eine Bindung mit hoher Affinität, die durch einen kleinen Wert der
Dissoziationskonstante gekennzeichnet war. Weiterhin wurde die Vorstellung, dass
für eine starke Assoziation maßgeblich zwei Bindungstaschen verantwortlich sind,
durch die Resultate unterstützt. Der Austausch des Isoleucins an Position pY+3
gegen Alanin führte zu einer um eine Größenordnung reduzierten Bindungsaffinität,
wohingegen der Austausch der Glutaminsäure an Position pY+1 nur eine marginale
Änderung nach sich zog. Das Fehlen der Phosphatgruppe verursachte eine nahe-
zu nicht mehr messbare Bindungsaffinität. Gleichermaßen wurde mit Mutationen
der SH2-Domäne verfahren. [42,44] Vor allem Mutationen, die die pY-Bindungstasche
beeinflussten (βB5, R→A), resultierten in einer erheblichen Verschlechterung der
Bindungsaffinität.
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2.2 Die Matrix-Metalloproteasen & ihre Rolle als
extrazellulärer Biomarker
Matrix-Metalloproteasen (MMPs) sind extrazelluläre Vertreter der Zink-abhängigen
Endopeptidasen, deren Hauptfunktion in der Spaltung von Bindegewebe bzw. deren
Bestandteile, wie Kollagen oder Elastin, liegt. [45] Die Fähigkeit, Proteine der extra-
zellulären Matrix abzubauen, ist essentiell für jede Zelle, um angemessen mit der
unmittelbaren Umgebung zu interagieren, und ein wichtiger Bestandteil der Ent-
wicklung, Morphogenese, Gewebereparatur und -umbildung. [4648] Bisher konnten
mehr als 20 MMPs im menschlichen Organismus identifiziert werden, die fortlau-
fend mit arabischen Zahlen gekennzeichnet wurden und sich anhand ihrer Struktur
und der daraus resultierenden Funktion in diverse Gruppen einteilen lassen (Abbil-
dung 2.3). Sämtliche MMPs besitzen eine ca. 20 Aminosäuren lange N -terminale
Abbildung 2.3: Strukturelle Gruppierung einer Auswahl an MMPs. [45]
Pre-Domäne, die als Signalpeptid für die Sekretion fungiert und nach vollendeter
Synthese abgetrennt wird. Es folgt die ca. 80 Aminosäuren lange Pro-Domäne, de-
ren Vollständigkeit das Enzym in einem latenten Zustand hält. Die Thiolfunkti-
on eines Cysteins bindet dabei in der dreidimensionalen Struktur das Zink-Ion der
katalytischen Domäne und verhindert somit eine für die Proteolyse notwendige Was-
serkoordination. Die ca. 170 Aminosäuren lange, katalytische Domäne ist in den
verschiedenen Vertretern stark konserviert, was anhand der Kristallstrukturen je
eines Vertreters der vorgestellten MMP-Gruppen in Abbildung 2.4 a illustriert ist.
Der Ausschnitt von MMP-7 zeigt detailliert die Koordination des Zink-Ions durch
das Motiv HExxHxxGxxH, die mithilfe der Methionin-Schleife zusätzlich stabilisiert
wird (Abbildung 2.4 b). [4951] Mit Ausnahme der Matrilysine besitzen alle MMPs
eine C -terminale, ca. 210 Aminosäuren lange Hämopexin-Domäne, die u. a. zur Er-
kennung von makromolekularen Substraten beiträgt. Die Gruppe der Gelatinasen
verfügen im Besonderen innerhalb der katalytischen Domäne über zusätzliche Fibro-
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Abbildung 2.4: Kristallstrukturen der katalytischen Domäne einer Auswahl an MMPs.
(a) Kristallstruktur von MMP-2 (grün, PDB-ID: 1QIB), MMP-7 (orange,
PDB-ID: 1MMQ) und MMP-13 (grau, PDB-ID: 456C). (b) Ausschnitt
der Kristallstruktur von MMP-7 mit Zn-Bindungsmotiv HExxHxxGxxH
und Methionin-Schleife (PDB-ID: 1MMQ). Zn2+- (rot) und Ca2+-Ionen
(blau).
nektin Typ II-Einheiten, die die Assoziation von Kollagen und Elastin verstärken.
Die proteolytische Aktivität der MMPs ist eng mit einem karzinogenen Gewe-
bewachstum verknüpft, da für eine Ausbreitung das Aufbrechen von strukturellen
Barrieren durch den Abbau der extrazellulären Matrix notwendig ist. In zahlreichen,
in der westlichen Welt weit verbreiteten Krebsarten, wie Darm-, [5255] Brust-, [5658]
Haut-, [59,60] Prostata- [6164] und Lungenkrebs, [6567] konnte eine erhöhte Aktivität
festgestellt werden. [68] Dabei sind die MMPs der normalen Bindegewebszelle und
der Tumorzelle in der Tumormikroumgebung fehlreguliert. [69] Das Expressionslevel
steigt von gesundem Gewebe, über gutartigen bis hin zu bösartigen Tumoren an,
wodurch diese Enzyme geeignete Biomarker für die Diagnose und Bewertung von
Therapien von metastasierenden Krankheiten darstellen. Extrazelluläre Zielmolekü-
le bieten weiterhin den praktischen Vorteil, dass die Sonden für deren Untersuchung
keine Zellpermeabilität benötigen oder durch zusätzliche Verfahren, wie Elektropo-
ration oder Mikroinjektion, in die Zelle eingebracht werden müssen. Die bislang gän-
gigsten Methoden für die in vitro- und in vivo-Untersuchung von MMPs basieren auf
der Anfärbung mit Antikörpern oder auf der Verwendung von fluoreszenzmarkierten
Substraten, die im folgenden Kapitel 2.3 beschrieben werden. [6974] Es konnte in na-
hezu jedem Krebstyp ein erhöhter Expressionsgrad des kleinsten Vertreters MMP-7
(Zymogen: 28 kDa, Enzym: 19 kDa) festgestellt werden. Aufgrund dessen fungiert
MMP-7 als ideales Zielmolekül für die Entwicklung eines generellen Assays für die
Detektion und Untersuchung von MMPs im Kontext mit Erkrankungen. [7579]
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2.3 Peptidbasierte Konzepte für die Untersuchung
von Proteinen und Proteaseaktivitäten
Die Anwendung in der Diagnostik beinhaltet die Bestimmung der Expressionslevel
von in Krankheiten involvierten Proteinen sowie der Proteaseaktivität und kann
zu der Bewertung möglicher Inhibitoren in der Therapie beitragen. Bildgebende
Verfahren, die auf einer Assoziation der Reportermoleküle beruhen, können zusätz-
lich eine Lokalisierung der Zielmoleküle ermöglichen und für die Aufklärung von
Wirkungsweisen genutzt werden. Die geschilderten, homogenen Detektionsmetho-
den bieten gegenüber heterogenen Verfahren den Vorteil einer schnellen und ein-
fachen Durchführung, da auf umfangreiche Waschschritte verzichtet werden kann.
Die Anforderungen an die eingesetzten Peptidsonden sind hoch. Sie sollen möglichst
selektiv, sensitiv, direkt und ohne vorherige Aufarbeitung der biologischen Probe
die Anwesenheit des Zielmoleküls signalisieren können. Um das zu untersuchende
System zu vereinfachen, wird häufig auf ein verkürztes Peptidsegment aus einem
der wechselwirkenden Proteine zurückgegriffen. Die eingesetzten Sequenzen können
alternativ mittels Screening einer Peptidbibliothek oder Phagen-Display identifiziert
und über einen Sequenzvergleich mit Datenbanken einem dazugehörigen Protein zu-
geordnet werden. [80,81] Bei der Entwicklung einer Sonde ist weiterhin zu beachten,
dass keinerlei Beeinflussung des Bindungsverhaltens oder der Katalysegeschwindig-
keiten vorliegt, um die Störung des ursprünglichen Systems zu minimieren. Es gibt
vielfältige Ansätze für die Untersuchung von Proteinen und Proteaseaktivitäten in
homogener Lösung, die auf einer assoziativen Wechselwirkung mit dem Zielmolekül
basieren, von denen im Folgenden eine Auswahl präsentiert werden soll.
2.3.1 Fluoreszenzbasierte Systeme
Die Verwendung der Fluoreszenz als Signal für eine Protein-Peptid-Interaktion erfor-
dert die Modifikation mindestens einer Komponente mit einem Fluorophor. Dieser
sollte selektiv bei diversen Wellenlängen angeregt und ausgelesen werden können,
um ein möglichst großes Signal/Hintergrund-Verhältnis zu gewährleisten. Die spek-
tralen Charakteristika sollten sich weiterhin infolge der Wechselwirkung signifikant
ändern, um eine sensitive Detektion zu ermöglichen.
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Fluoreszenzpolarisation als Messgröße
Bei der Markierung mit nur einem Fluorophor ist die Untersuchung von Protei-
nen oder Proteaseaktivitäten unter Verwendung der Fluoreszenzpolarisation mög-
lich. [82] Um eine signifikante Signaländerung zu erhalten, ist es erforderlich, dass die
Wechselwirkung mit dem Zielmolekül zu einer veränderten Beweglichkeit des Fluo-
rophors führt. [83] Eine eingeschränkte Rotation des Fluorophors wird zum Beispiel
durch die Assoziation an ein Protein mit einer wesentlich höheren Molekülmasse
erzeugt. Hause et al. nutzten diesen Ansatz, um ErbB-Rezeptoren, eine Gruppe der
Rezeptortyrosinkinasen, die durch einen extrazellulären Wachstumsfaktor aktiviert
werden und deren intrazelluläre Phosphorylierung zur Rekrutierung von u. a. Prote-
inen mit SH2-Domänen führt, zu untersuchen. [84] Sie verwendeten 13-mere, terminal
mit Rhodamin markierte Peptidsequenzen, die einem Ausschnitt aus den intrazellu-
lären Domänen der Rezeptoren entsprachen, und titrierten diese gegen die isolierten
SH2-Domänen. Anhand der resultierenden Affinitäten konnten sie ein theoretisches
Interaktionsmuster erstellen, auf dem weitere Untersuchungen aufbauen konnten
(Abbildung 2.5).
Abbildung 2.5: Potentielles Interaktionsmuster zwischen ErbB3-Rezeptor und diversen
SH2-Domänen. Erstellt anhand der im Fluoreszenzpolarisationsexperi-
ment ermittelten Affinitäten. [84]
Die Messung der Fluoreszenzpolarisation bei der Untersuchung von Proteasen ist
zumeist auf Vertreter beschränkt, deren Erkennungseinheiten ubiquitär vorkommen
und das vielfach markierte Substrat an mehreren Positionen spalten. Dazu zäh-
len beispielsweise Proteasen aus dem Verdauungstrakt, die Proteine nach diversen
Aminosäuren hydrolytisch spalten. Durch die Prozessierung entstehen kurze Peptid-
fragmente, die eine deutlich erhöhte Beweglichkeit zum intakten Substrat und somit
eine reduzierte Fluoreszenzpolarisation aufweisen (Abbildung 2.6). Es wurden be-
reits sensitive Methoden für die Untersuchung der Aktivitäten von Trypsin, Papain,
Pepsin und der Proteinase K entwickelt, die BODIPY- [85] oder Tetramethylrhoda-
min (TMR)-markiertes α-Casein [86] als universelles Substrat einsetzten.
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Abbildung 2.6: Konzept eines auf Fluoreszenzpolarisation basierenden Assays für die
Untersuchung von Proteasen. [82]
Umgebungssensitive Sonden
Ein weiteres Konzept beruht auf der Modifizierung einer nativen Peptidsequenz mit
einem umgebungssensitiven Fluorophor. Dieser zeichnet sich durch eine Änderung
seiner spektroskopischen Eigenschaften entsprechend seines unmittelbaren Umfeldes
aus. Die meisten Vertreter weisen in polaren und protischen Lösungsmitteln ein
schwaches Emissionssignal auf (rotes Spektrum in Abbildung 2.7). Der Übergang in
Abbildung 2.7: Konzept der umgebungssensitiven Sonden. Theoretische Fluoreszenz-
spektren im freien (rot, λem1) und komplexierten Zustand (blau, λem2).
eine hydrophobe Mikroumgebung, wie bei der Bindung an das Zielmolekül, resultiert
in einem Anstieg der Fluoreszenzemission und einer Verschiebung des Maximums
zu kleineren Wellenlängen (blaues Spektrum in Abbildung 2.7). Dieses dynamische
Verhalten ist somit besonders für die Untersuchung der Assoziation von Peptiden
an Proteine, die auf hydrophoben Wechselwirkungen beruhen, geeignet. [87,88]
In der Arbeitsgruppe von Prof. Imperiali wurden zahlreiche umgebungssensitive
Fluorophore entwickelt, die im Wesentlichen auf einer Dimethylaminophthalimid-
Grundstruktur basieren (Abbildung 2.8). Im Einzelnen unterscheiden sie sich in
ihren Anregungs- und Emissionswellenlängen und weisen gegenüber den kommer-
ziell erhältlichen Farbstoffen, wie BADAN oder Dansylchlorid, bei der Anwendung
erhebliche Vorteile, wie eine erhöhte Sensibilität bzgl. ihrer Mikroumgebung auf. [89]
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Abbildung 2.8: Struktur und Nomenklatur einiger solvatochromer Fluorophore bzw.
deren modifizierte Aminosäure. [89]
Die Ausprägung ihrer hypsochromen Verschiebung ist dabei abhängig von dem je-
weiligen Zielmolekül und den eingesetzten Messbedingungen, wie z. B. der Puffer-
zusammensetzung. Sie können relativ einfach als modifizierte Aminosäure in die
native Peptidsequenz durch die Substitution eines hydrophoben Restes eingeführt
werden. Die Ermittlung dieser Position und die Auswahl eines geeigneten Fluoro-
phors erfordert detaillierte Vorkenntnisse über die Struktur des Protein-Liganden-
Komplexes, um den synthetischen Umfang für eine responsive Sonde zu reduzieren.
Es gelang bereits die erfolgreiche Anwendung der jeweils optimierten peptidischen
Sonde bei der Untersuchung einer Vielzahl von Proteinen und Proteindomänen, u. a.
14-3-3-Proteine, [90,91] isolierte SH2-Domänen der Gerüstproteine Crk und Abl, [92]
MHC II-Proteine, [93] PDZ-Domänen [94] und das Ca2+-bindende regulatorische Pro-
tein Calmodulin. [89] Ein bedeutender Vorteil der umgebungssensitiven Fluoropho-
re ist die minimale Signalintensität der ungebundenen Sonden in dem größtenteils
wässrigen Messpuffer, die meist zu einer hohen Sensitivität bei der Detektion des
entsprechenden Zielmoleküls führt. Es konnte beispielsweise ein Komplex aus ei-
nem mit 4-DMN-modifiziertem Peptid und Ca2+-aktiviertem Calmodulin mit einem
963-fachen Signalunterschied zum ungebundenen Peptid nachgewiesen werden. [89]
Ein Nachteil der umgebungssensitiven Fluorophore ist hingegen die hypsochrome
Verschiebung des Emissionsmaximums in einen Wellenlängenbereich, in dem zahlrei-
che zelluläre Bestandteile ebenfalls emittieren und ein erhebliches Hintergrundsignal
verursachen. Um diesem zu entgehen, entwickelte die Gruppe um Prof. Imperiali erst
kürzlich ein Konzept, das einen umgebungssensitiven Fluorophor als Donor in einem
auf FRET-basierenden Detektionssystem verwendet (Abbildung 2.9 a). [95] Durch die
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Abbildung 2.9: Detektion von Ca2+-aktiviertem Calmodulin. (a) Bindung des markier-
ten M13-Peptids an das mit einem Fluoreszenzakzeptor modifizierte
Calmodulin (PDB-ID: 2BBM). (b) Fluoreszenzspektren unter Verwen-
dung von 4-DMN als solvatochromen Fluorophor und Alexa Fluor 555
als Fluoreszenzakzeptor. [95]
Koordination von Ca2+-Ionen wurde das mit einem Fluoreszenzakzeptor markierte
Calmodulin aktiviert. Infolge dessen erfolgte eine Änderung der Proteinkonforma-
tion und die Bindung des mit dem solvatochromen Fluorophor 4-DMN markierten
M13-Peptids. Der resultierende Energietransfer erzielte eine bathochrome Verschie-
bung von 160 nm und stellte eine weitere Emissionswellenlänge für die Auslesung
zur Verfügung (Abbildung 2.9 b).
Dualmarkierte Fluoreszenzsonden
Die duale Markierung der peptidischen Erkennungssequenzen mit den interagie-
renden Donor- und Akzeptoreinheiten erfolgt zumeist an den C - und N -Termini
(Abbildung 2.10 a). Dies minimiert zum einen die Wahrscheinlichkeit, dass die Wech-
selwirkung der zentralen Peptidsequenz mit dem Zielmolekül durch die Modifikati-
on gestört wird. Zum anderen wird der Abstand der Chromophore im gebundenen
Zustand gesteigert (Abbildung 2.10 b), was zu einer hohen Signalveränderung bei
Abbildung 2.10: Konzept von dualmarkierten Fluoreszenzsonden. (a) Allgemeine Struk-
tur im ungebundenen Zustand. Anstieg der Donoremission durch:
(b) Rigidisierung infolge der Bindung an das Zielmolekül, (c) hydro-
lytische Spaltung durch das Zielmolekül. D=Donor, A=Akzeptor,
ET=Energietransfer.
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einem abstandsabhängigen Energieübertragungsmechanismus beitragen kann. Die
Rigidisierung (b) oder Spaltung (c) der im Allgemeinen ungeordneten Struktur des
Peptidsegments infolge der Wechselwirkung mit dem Zielmolekül verursacht eine
Separierung der interagierenden Einheiten und führt somit zu einem Anstieg der
Donoremission. Die Löschmechanismen der Donoremission im ungebundenen Zu-
stand sind vielfältig (Tabelle 2.2) und stehen im engen Zusammenhang mit der Art
Tabelle 2.2: Beispiele von Löschmechanismen dualmarkierter Fluoreszenzsonden.
Löschmechanismus Donor (D) Akzeptor (A)
Bildung von H-Dimeren Fluorescein, TMR, Alexa Fluor-Farbstoffe
Bildung von Excimeren Pyren, Perylen
FRET
fluoreszente Proteine
FAM, TMR, Alexa Fluor-488 Dabcyl, QSY-7
Cy5.0, Cy5.5, Alexa Fluor-647 BHQ-3, QSY21, NIRQ820
PET
Ru(II)-Komplex Methylviologen
BODIPY Tryptophan
Fluorescein,
7-Methoxycoumarin
Thioamid
FRET=Förster-Resonanz-Energietransfer, PET=photoinduzierter Elektronentransfer.
des verwendeten Donor- und Akzeptormoleküls sowie deren Distanz und Orientie-
rung zueinander. Fluorogene Akzeptorchromophore ermöglichen zusätzlich die Aus-
lesung bei einer alternativen Wellenlänge, wodurch eine konzentrationsunabhängige
Verhältnismessung unter Einbeziehung beider Emissionsmaxima für die Auswertung
verwendet werden kann.
Bildung von H-Dimeren
Die Xanthen-Farbstoffe, wie Fluorescein oder Tetramethylrhodamin (TMR), können
bei geringen Distanzen ≤ 15Å sogenannte intramolekulare H-Dimere bilden. [96,97]
Dies ist ein Grundzustandskomplex, der einen Verlust der Fluoreszenzintensität und
eine bathochrome Verschiebung der Absorptionsbande der Sonde nach sich zieht.
Die duale Markierung mit Homo- oder Heterodimeren wurde bereits für die Unter-
suchung von Antikörpern, [98] der SH2-Domäne der Phosphoinositol-3-Kinase [99] und
den Proteasen Trypsin [99] und Elastase [96,100] verwendet.
Bildung von Excimeren
Einige fluorogene, polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe, wie Pyren oder Pe-
rylen, sind in der Lage bei einem Abstand von ca. 10Å und geeigneter geometrischer
Orientierung zweier Monomere nach der Anregung ein Excited Dimer (kurz: Exci-
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mer) zu bilden. [101] Das Emissionsspektrum ist je nach Gleichgewichtslage durch
diverse Monomer- und eine charakteristische Excimerbande gekennzeichnet. Dies
bietet, bei geeigneter Markierung der Sonde, die Möglichkeit das Monomer-Excimer-
Gleichgewicht für die Detektion des Zielmoleküls zu nutzen. Das Fluorophor Pyren
wurde bereits vielfach für die Untersuchung von nukleinsäurebasierten Zielmolekü-
len [102106] oder Ionen [107,108] verwendet. Beispiele in der Proteindetektion sind hin-
gegen selten und beruhen meist auf der Interaktion mit DNA-Aptameren. [109111]
Der Einsatz in peptidbasierten Sondensystemen ist nur in einer handvoll Publika-
tionen bis zum jetzigen Zeitpunkt beschrieben. Oh et al. verwendeten beispielswei-
se das Monomer-Excimer-Gleichgewicht bei der Detektion eines Antikörpers, der
einen 6-meren Ausschnitt aus dem HIV-1-Matrixprotein p17 bindet (Abbildung
2.11 a). [112] Die Erkennungssequenz wurde dabei terminal mit Pyreneinheiten über
Abbildung 2.11: Detektion eines Antikörpers mit einer excimerbasierten Peptidsonde.
(a) Strukturelle Reorganisation der Sonde infolge der Bindung am An-
tikörper anti-HIV 1 p17. (b) Fluoreszenzspektren der Sonde vor ()
und nach (- - -) Zugabe des Antikörpers. [112]
eine Thiol-Maleinimid-Kupplung modifiziert. Die ungebundene Sonde wies eine hohe
Excimeremission (λem,Excimer=480 nm) nach einer Anregung im nahen UV-Bereich
(λex=340 nm) auf, die auf die hydrophobe Wechselwirkung beider Pyreneinheiten
zurückzuführen war (Abbildung 2.11 b). Infolge der Assoziation am Paratop des An-
tikörpers wurde das Peptid in eine gestreckte Konformation überführt und somit die
Pyreneinheiten voneinander separiert. Dies ging mit einer Reduktion des Excimer-
signals um 50% einher, wodurch es nur noch als schwache Schulter der Monomer-
emission im Fluoreszenzspektrum detektierbar war. Das Konzept ist ebenfalls für
die Untersuchung der proteolytischen Aktivität geeignet, was Ahn et al. am Beispiel
der Serinprotease Trypsin demonstrierten. [113] Die Prozessierung durch die Protease
resultierte in einem Verlust der Excimer- und einem Anstieg der Monomeremission
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(λem,Monomer=380, 400 nm). Der Nachteil der soeben geschilderten Beispiele ist je-
doch, dass sie auf einer Reduktion der Excimer- und einem Anstieg der Monomer-
emission basieren. Für biologische Anwendungen ist es jedoch erstrebenswert einen
Anstieg des Excimersignals zu induzieren, da dadurch eine hohe Stokes-Verschiebung
und eine lange Fluoreszenzlebensdauer gegeben ist, die für zeitaufgelöste Messungen
genutzt werden könnte. Peptidbasierte Konzepte, die die Excimerbildung als vorran-
giges Signal für die Detektion von Proteinen verwenden, sind bisher nicht bekannt.
FRET
Ein häufiger Ansatz bei der Löschung der Donoremission ist die Verwendung des phy-
sikalischen Prozesses FRET. Dieser setzt eine spektrale Überlappung der
Donoremission mit der Akzeptorabsorption voraus und kann über Distanzen bis zu
100 Å effizient eingesetzt werden. [114] Diese Methodik ist besonders beliebt bei der
Entwicklung von Proteasesonden, da die Spaltung der Peptidsequenz eine quanti-
tative Separierung der interagierenden Chromophore gewährleistet und somit eine
vollständige Unterbrechung des strahlungsfreien Energietransfers. Dies führt zu ei-
nem hohen Signalanstieg der Donoremission bei der Prozessierung durch die Pro-
tease und wurde bereits für die Untersuchung der HIV-Protease, [115] der Matrix-
Metalloprotease-7 (MMP-7), [77] von Caspasen [116118] und der Urikinase [119] erfolg-
reich eingesetzt. Die Bindung an ein Protein oder einer Proteindomäne erzeugt
hingegen zumeist keinen ausreichend großen Abstand zwischen den interagierenden
Chromophoren, um einen FRET quantitativ zu unterbinden. Ein seltenes Beispiel ist
die Detektion des HIV1 p17-Antikörpers mit einer Peptidsequenz, die zwei identische
Epitope enthielt und terminal mit fluorogenen Proteinen markiert wurde (Abbildung
2.12). [120] Im ungebundenen Zustand erfolgte eine effiziente Interaktion zwischen
den modifizierten Proteinen, die in einer hohen Signalintensität der Akzeptoremis-
sion resultierte. Die Bindung durch das Zielmolekül verursachte einen Abstand von
120-170Å zwischen den fluorogenen Einheiten, wodurch der Energietransfer quan-
titativ unterbrochen und die Akzeptoremission um 66% reduziert wurde.
Häufig eingesetzte Donorfluorophore, die im sichtbaren Wellenlängenbereich
emittieren, sind Carboxyfluorescein (FAM), TMR, diverse fluoreszente Proteine [121]
sowie eine Auswahl an Alexa Fluor-Farbstoffen. [117] Bei der Messung in Geweben
und anderen biologischen Medien ist es von Vorteil Fluorophore, wie die Cyanin-
Farbstoffe Cy5.0 [119] und Cy5.5, [77] zu verwenden. Sie können orthogonal zu den
interferierenden, autofluoreszenten Komponenten angeregt werden und emittieren
im nahen Infrarot (NIR)-Bereich, bei dem keine Schwächung der Signalintensität
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Abbildung 2.12: Detektion eines Antikörpers mit einer dualmarkierten Peptidsonde
unter Verwendung von fluoreszenten Proteinen. [120]
durch endogene Absorber erfolgt. [122] Auf der Basis des Wellenlängenbereichs der
Donoremission werden die Akzeptorchromophore ausgewählt. Dabei werden fluo-
rogene Akzeptorchromophore, wie QSY-7, QSY21, [116] NIRQ820 [77] sowie diverse
fluoreszente Proteine, von nicht fluorogenen, u. a. Dabcyl und Black Hole Quench-
er -3 (BHQ-3), [119] die die aufgenommene Energie in Form von Wärme abgeben,
unterschieden.
PET
Ein weiterer Löschmechanismus ist der photoinduzierte Elektronentransfer (PET),
der maßgeblich von den Redoxpotentialen des Donor- und Akzeptormoleküls ab-
hängt. [123] Für die Detektion eines HIV-spezifischen Antikörpers wurde z. B. ein
Ruthenium(II)-Komplex als Elektronendonor und das aus dem Photosystem I der
Photosynthese bekannte Methylvinologen als Elektronenakzeptor eingesetzt (Abbil-
dung 2.13). [124] Es konnte in einem in vitro-Assay ein 6-facher Anstieg der Emis-
Abbildung 2.13: Detektion eines Antikörpers mit einer dualmarkierten Peptidsonde
unter Anwendung des photoinduzierten Elektronentransfers. [124]
sion des Ru(II)-Komplexes erzielt werden. Ein guter Elektronenakzeptor für zahl-
reiche organische Fluorophore ist die Aminosäure Tryptophan, [125127] was bei der
Entwicklung einer Sonde für die Untersuchung von peptidischen Makromolekülen
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berücksichtigt werden sollte und auch bewusst bei der Dualmarkierung einer pep-
tidischen Antikörpersonde verwendet wurde. [128] Goldberg et al. entwickelten einen
interessanten Ansatz für die Untersuchung von Proteinen, deren Wechselwirkung
mit einer Peptidsonde infolge der Markierung mit voluminösen Chromophoren maß-
geblich inhibiert wird. [129] Die Löschung der Fluorophoremission erfolgte durch eine
Thioamid-Funktion, deren Einführung nur minimale Änderungen der natürlichen
Peptidstruktur nach sich zog (Abbildung 2.14). Am Beispiel von 7-Methoxycoumarin
Abbildung 2.14: Detektion von Proteasen mit Thioamid-modifizierten Peptidson-
den. [129]
als Elektronendonor demonstrierten sie die Detektion von Proteasen, wie Trypsin,
Chymotrypsin und Pepsin, mit einem durchschnittlichen Signalanstieg um das Dop-
pelte. Zudem zeigten sie, dass die Thioamid-Einheit als Elektronenakzeptor für eine
Vielzahl an Fluorophoren fungieren kann. [130]
Ein weiterer Löschmechanismus, der sich auf einen unmittelbaren Kontakt der
Chromophore beschränkt, ist die Entvölkerung des angeregten Zustands durch Stö-
ße. [131] Die Dabcyl-Gruppe ist beispielsweise bei Abständen von nur wenigen Å in
der Lage die Fluoreszenz durch Stoßdeaktivierung zu löschen, was bei der Untersu-
chung der Renin-Protease bereits Anwendung fand und einen 8-fachen Signalanstieg
des eingesetzten NIR-Fluorophors verursachte. [23]
Die wahrscheinlich größte Herausforderung bei der Entwicklung von dualmar-
kierten Fluoreszenzsonden besteht darin, das Hintergrundsignal zu minimieren, um
die Responsivität zu erhöhen. Die Löscheffizienz der freien Sonde ist maßgeblich
von der natürlichen Konformation des Peptidsegments und der Affinität der Mar-
ker untereinander abhängig. Eine Methode, um die Interaktion zwischen Donor-
und Akzeptorchromophor zu verstärken, erstellten Chen et al. am Beispiel einer
MMP-7-spezifischen Sonde. [132] Sie versahen das Erkennungsmotiv mit Polyargi-
nin und -glutamin-Sequenzen, wodurch eine haarnadelförmige Struktur aufgrund
der elektrostatischen Wechselwirkung entstand (Abbildung 2.15). Die strukturier-
ten Konjugate besaßen eine niedrigere Hintergrundfluoreszenz als vergleichbare, un-
strukturierte Sonden. Nach der Spaltung des Peptidsegments dissoziierte die Struk-
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Abbildung 2.15: Detektion einer Protease mit einer strukturierten Peptidsonde. [132]
tur und erzeugte einen Anstieg der Donoremission. Gleichzeitig wies das polykat-
ionische Spaltungsprodukt eine Zellpermeabilität auf, was die Möglichkeit einer si-
multanen diagnostischen und therapeutischen Anwendung (see & treat) eröffnet.
Einen anderen Ansatz verfolgten Thurley et al. [23] und Oh et al., [128] indem sie die
sequenzspezifische Hybridisierung von Peptidnukleinsäuren für die Strukturierung
peptidbasierter Fluoreszenzsonden ausnutzten. Dieser Sondentyp ist Bestandteil des
Kapitels 2.4.3 und wird dort detailliert erläutert.
2.3.2 Signalamplifizierung über Mehrfachpräsentation
Nanopartikel bieten die Möglichkeit dem Zielmolekül mehrere markierte Liganden
parallel zu präsentieren und somit einen höheren Signalanstieg pro Molekül im Ver-
gleich zu einem einzelnen Liganden zu erreichen. Von dieser Responsivität wird vor
allem in der Untersuchung von Proteaseaktivitäten profitiert. [133] Anwendungen, die
auf einer Assoziation des Zielmoleküls am Partikel basieren, sind hingegen aufgrund
der erhöhten sterischen Abschirmung der immobilisierten Liganden nach erfolgter
Bindung selten. Die Partikel können in der Funktionalität des Trägermaterials sowie
in der Art der Immobilisierung der Liganden auf der Partikeloberfläche variieren.
Quantum Dots
Quantum Dots (QDs) sind aus einem Halbleiterkern bestehende, sphärische Parti-
kel, die über einzigartige spektrale Eigenschaften verfügen. Das breite Absorptions-
spektrum erlaubt die Anregung mit verschiedensten Lichtquellen, um ein Signal zu
erzeugen. Des Weiteren erfolgt die Emission in einem schmalen Wellenlängenbereich
mit einen bis zu 100-fach höheren Extinktionskoeffizienten als der von traditionel-
len organischen Farbstoffmolekülen. [134] Dadurch wird eine sehr sensitive Detektion
von Biomolekülen in fluoreszenzbasierten Assays ermöglicht, bei denen sie häufig als
Fluoreszenzdonoren eingesetzt werden. Durch die Variation des Partikeldurchmes-
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sers können QDs verschiedener Emissionswellenlängen relativ simpel hergestellt und
deren Oberfläche entsprechend des Einsatzgebiets funktionalisiert werden. Ihre lange
Fluoreszenzlebensdauer (30-100 ns) gestattet außerdem eine zeitverzögerte Messung
in autofluoreszenten Medien, was u. a. bei der Bildgebung in lebenden Zellen von
Vorteil sein kann. [135140]
Kim et al. setzten beispielsweise mit Streptavidin-funktionalisierte QDs verschie-
dener Emissionswellenlängen (SA-QD525, SA-QD605, SA-QD655, 1520 nm Durch-
messer) für die Multiplexdetektion von Proteasen ein (Abbildung 2.16 a). [76] Die
Abbildung 2.16: Detektion von Proteasen mit einem Streptavidin-funktionalisierten QD
und einem AuNP-Peptid-Biotin-Konjugat. (a) Schematische Struktur
und Funktionsprinzip. (b) Fluoreszenzspektren des QDs (- - -) und QD-
AuNP-Konstrukts vor () und nach () Spaltung durch MMP-7. [76]
Löschung der Fluoreszenz erfolgte mit einem weiteren Nanopartikel aus Gold (AuNP,
1.4 nm Durchmesser), der als Fluoreszenzakzeptor über einen breiten Wellenlängen-
bereich einsetzbar ist und selbst nicht fluoresziert. Das jeweilige peptidische Substrat
fungierte als Linker zwischen beiden Partikeln. Über ein C -terminales Cystein wurde
das Peptid auf der AuNP-Oberfläche kovalent immobilisiert. Die Einführung einer
Biotin-Einheit, entweder N -terminal oder über eine Lysinseitenkette, ermöglichte
die Assoziation mit dem Streptavidin-funktionalisierten QD. Das intakte Konstrukt
wies ein minimales Hintergrundsignal infolge der Proximität beider Nanopartikel
auf (schwarze Linie in Abbildung 2.16 b). Bei einer Prozessierung durch eine Pro-
tease wurde der AuNP von dem QD separiert, was in einem Signalanstieg der QD-
Emission resultierte (rote Linie in Abbildung 2.16 b). In homogener Lösung konnte
allerdings nur 47% der maximalen Emission des QDs (gestrichelte Linie in Abbil-
dung 2.16 b) nach der Spaltung durch MMP-7 erhalten werden.
Goldnanopartikel
Ein weiteres partikelbasiertes Konzept bei der Entwicklung von responsiven Bio-
sensoren basiert auf der Verwendung von Goldnanopartikeln (AuNPs) (Abbildung
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2.17). [141] Der AuNP fungiert nicht nur als Trägermaterial für die fluoreszenzmar-
kierten Substrate, sondern auch als effektiver Fluoreszenzakzeptor für eine Vielzahl
von Fluorophoren. Infolge der Prozessierung durch das Zielmolekül erfolgt eine Se-
parierung des Fluorophors von dem AuNP, was in einem Anstieg des Emissions-
signals resultiert. Deng et al. stellten beispielsweise einen Assay für die in vitro-
Abbildung 2.17: Untersuchung von Proteaseaktivitäten mithilfe funktionalisierter Gold-
nanopartikel.
und in vivo-Detektion der Matriptase vor, [142] einer transmembranen Serinprotease,
die in Tumorzellen hoch exprimiert wird und somit einen wichtigen Biomarker für
die Bewertung von Krebstherapien verkörpert. [143145] Sie immobilisierten bis zu 300
Fluorescein-markie rte Peptid-Konjugate auf einem AuNP mit 20 nm Durchmesser
und erreichten eine Löscheffizienz von 85% im intakten Zustand. Nach der Inkuba-
tion mit Krebszellen konnte ein eindeutiger Fluoreszenzanstieg detektiert werden,
der mit dem Expressionslevel der Protease korrelierte. Einen alternativen Ansatz
verfolgten Park et al. bei der Untersuchung der MMP-7-Aktivität. [146] Die Immobili-
sierung der mit TMR und einem His6-Tag funktionalisierten Peptidliganden erfolgte
über eine Komplexierung mit Ni2+-Ionen an einem mit Carboxylgruppen beladenen
AuNP mit 5 nm Durchmesser. Sie konnten jedoch nur einen 3-fachen Signalanstieg
bei einer Beladung mit 100 Liganden erhalten. Eine Möglichkeit zur Detektion von
Caspase-3 in lebenden Zellen und Gewebe entwickelte Sun et al. unter Verwendung
von Cy5.5 als fluoreszente Komponente. [147] Die Beladung mit 120 Liganden pro Par-
tikel (38 nm Durchmesser) wurde mithilfe einer aus den Adhäsionsproteinen der Mu-
schel inspirierten DOPA-Peptidsequenz (DOPA=3,4-Dihydroxylphenylalanin) rea-
lisiert und erzeugte einen maximal 5-fachen Fluoreszenzanstieg bei Anwesenheit der
Caspase-3.
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2.3.3 Elektrochemische Systeme
Die Verwendung von elektrochemischen Signalen bei der Untersuchung von Protein-
Peptid-Interaktionen beruht im Wesentlichen auf einer messbaren Veränderung der
Stromstärke bei der Bindung des Proteins an den Liganden oder der Prozessierung
des entsprechenden Substrates durch die Protease. Dabei wird meist das Substrat
auf einer Goldoberfläche durch eine kovalente Bindung mit einer zusätzlich termi-
nal eingeführten Cystein-Einheit immobilisiert. Liu et al. entwickelten z. B. einen
Sensor für die Detektion von MMP-7 (Abbildung 2.18 a). [75] Die Versuchslösungen
wurden dabei über eine Chipoberfläche geleitet, die mit dem Ferrocen-konjugierten
Peptid funktionalisiert war. Bei einer Prozessierung durch die Protease zeigte sich
eine signifikante Veränderung in den gemessenen Potentialen aufgrund des Verlus-
tes der Ferrocen-Einheit, deren Intensität mit der Proteasekonzentration korrelier-
Abbildung 2.18: Untersuchungen von Protein-Peptid-Interaktionen mit Ferrocen-kon-
jugierten Peptidsonden. Detektion von (a) MMP-7 [75] & (b) HIV-1-
Protease (PDB-ID: 5HVP). [148,149]
te. Von demselben Prinzip machten Kerman et al. bei der Untersuchung von HIV-
relevanten Proteinen, wie der HIV-1 Integrase, Reversen Transkriptase und Protease,
die maßgeblich an der Vermehrung der Viren beteiligt sind, Gebrauch (Abbildung
2.18 b). [148,149] Um eine Spaltung des Substrats zu verhindern, substituierten sie die
jeweilige Position gegen das Aminosäureanalogon Statin.
2.4 PNA als multifunktionales Werkzeug
Die Peptidnukleinsäure (PNA) wurde erstmalig 1991 von Nielsen et al. beschrie-
ben [150] und ist ein DNA-Analogon, bei dem das negativ geladene Desoxyribosephos-
phat-Rückgrat gegen ein neutrales, achirales und zumeist aus N-(2-Aminoethyl)gly-
cin (Aeg)-Einheiten bestehendes Rückgrat substituiert ist (Abbildung 2.19). [151,152]
Die Nukleobasen sind dabei über einen Methylencarbonyl-Linker an das peptidi-
sche Gerüst geknüpft. Die PNA-Oligomere können relativ einfach unter Verwen-
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Abbildung 2.19: Vergleich der chemischen Grundstruktur von (a) Peptiden, (b) PNA
aus Aeg-Einheiten und (c) DNA. R=Seitenkette der entsprechenden
Aminosäure, B=Nukleobase, Aeg=N-(2-Aminoethyl)glycin.
dung von standardisierten Protokollen für die Peptidfestphasensynthese hergestellt
werden und besitzen im Vergleich zu Peptiden oder DNA-Oligomeren eine hohe Sta-
bilität in biogenen Matrizen wie Seren, Zelllysaten und -extrakten, die sie für den
Einsatz in biologischen Anwendungen prädestiniert. [153] Untersuchungen der ther-
mischen Stabilität von 10-meren, sequenzanalogen Oligonukleotid-Duplexen
zeigten, dass die intermolekularen Schmelztemperaturen in der Reihenfolge
DNA·DNA < PNA·DNA (parallel) < PNA·DNA (antiparallel) < PNA·PNA steigen,
was wahrscheinlich auf die fehlende elektrostatische Abstoßung des PNA-Rückgrates
zurückzuführen ist. Die strukturellen Unterschiede der jeweiligen Duplexe konnten
anhand von Röntgenkristallstrukturanalysen und NMR-spektroskopischen Untersu-
chungen bereits detailliert charakterisiert und spezifiziert werden. [154,155]
Die große Affinität zu komplementären DNA-, wie auch RNA-Sequenzen, bei
gleichzeitig hoher Sequenzspezifität, empfiehlt die PNA für den Gebrauch als Hy-
bridisierungssonde. [156158] In der Tat wurden PNA-Sonden vielfach in der diagno-
stischen Detektion spezieller Sequenzmotive, die verschiedene Krankheitsneigun-
gen widerspiegeln, eingesetzt. Zahlreiche Konzepte beruhten auf katalytisch ablau-
fenden, templatvermittelten Reaktionen, um anhand der Veränderung eines Fluo-
reszenzsignals den Nachweis geringster Mengen des jeweiligen Templatstrangs zu
ermöglichen. Sie beinhalteten sowohl die Übertragung von funktionalen Gruppen
zwischen zwei benachbart hybridisierten PNA-Sonden [159161] sowie deren Verknüp-
fung, [162164] als auch die interne Markierung mit einem interkalierenden Farbstoff-
Molekül. [165167] Weiterhin wurden strukturell festgelegte PNA-PNA-Duplexe in der
Gruppe von Prof. Diederichsen genutzt, um ein vereinfachtes Modell für die Mem-
branfusion zu generieren und somit die systematische Untersuchung von Fusions-
prozessen zweier Vesikel zu ermöglichen. [168]
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Der Einsatz von PNA-Konjugaten in den Proteinwissenschaften ist bisher, im
Vergleich zu den zuvor erwähnten Untersuchungen mit den Nukleinsäuren, selten.
Jedoch lassen sich auch in diesem Forschungsgebiet die herausragenden Eigenschaf-
ten der PNA nutzen.
2.4.1 Templatvermittelte Generierung von bioaktiven
Peptiden
Die sequenzspezifische Hybridisierung von PNA-Konjugaten kann in der molekula-
ren Therapie, die selektiv auf erkrankte Zellen und Gewebe wirken soll, verwendet
werden. Die nukleinsäurekodierte Information, die zumeist veränderte Konzentra-
tionen und Sequenzen von RNA-Molekülen darstellt, wird dabei genutzt, um in
einer templatunterstützten Reaktion einen potentiellen Wirkstoff zu generieren. Er-
ben et al. gelang es beispielsweise mithilfe von PNA-Peptid-Konjugaten in einem
zellfreien, funktionalen Assay unter Verwendung von rekombinanten Domänen und
Zelllysat eine Caspase zu aktivieren, die maßgeblich am programmierten Zelltod be-
teiligt ist. [169,170] Das proapoptotische Peptidsegment ACPI des Konjugats 1 wurde
durch einen templatvermittelten Aminoacyl-Transfer zwischen den benachbart am
Templat hybridisierten Sonden 2 und 3 nach dem Prinzip der nativen chemischen
Ligation (NCL) generiert (Abbildung 2.20 a). Dabei wurde eine Alanyl-Einheit von
dem Thioester-modifizierten Konjugat 2 auf ein N -terminales Cystein des PNA-
Peptid-Konjugats 3 übertragen. Als Templat fungierte ein DNA-Abschnitt, der für
Abbildung 2.20: Templatvermittelte Generierung eines bioaktiven Peptids. (a) Nuklein-
säurekatalysierte Aminoacyltransferreaktion unter Bildung eines proa-
poptotischen PNA-Peptid-Konjugats 1. (b) Wirkung des PNA-Peptid-
Konjugats 1. [169,170]
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einen Teil der karzinogenen Form des Signaltransduktionsproteins Ras kodiert. Das
in situ entstandene PNA-Peptid-Konjugat 1 war in der Lage das Bindungsmotiv der
inaktivierten Caspase-9 von der BIR3-Domäne des Inhibitorproteins XIAP (engl.
X-linked inhibitor of apoptosis proteins) zu verdrängen, was in einer Aktivierung
der Caspase-9 resultierte (Abbildung 2.20 b). Das Nebenprodukt 4 zeigte hinge-
gen keinerlei biologische Aktivität. Die Reaktion konnte katalytisch, d. h. mit einer
substöchiometrischen Menge an Templat, durchgeführt werden, was aufgrund der
geringen Konzentrationen an Templatstrang in der Zelle zur Erzeugung effektiver
Wirkstoffkonzentrationen von Vorteil ist.
Es gelang in weiterführenden Experimenten längere Peptidfragmente nach dem
Prinzip der NCL zu übertragen, um das zelltoxisches Peptidmotiv (KLAKLAK)2
zu generieren (Abbildung 2.21). [171] Als Templat für die benachbarte Hybridisierung
der funktionalisierten PNA-Sonden 5 und 6 fungierte die mRNA, die für XIAP ko-
diert und eine erhöhte Konzentration in Tumorzellen aufweist. Es konnte erfolgreich
Abbildung 2.21: RNA-vermittelter Peptidyltransfer unter Bildung des zelltoxischen
PNA-Peptid-Konjugats 7. [171]
das PNA-Peptid-Konjugat 7 templatvermittelt hergestellt werden und zeigte bei
der Inkubation mit HeLa-Zellen eine Inhibition der Zellvermehrung um mehr als
50%. Das Nebenprodukt 8 sowie die Eduktsonden 5 und 6 wiesen keine zelltoxische
Wirkung auf.
2.4.2 Hybridisierungsbasierte Kontrolle der
Peptidkonformation
Eine andere Idee, bei der die sequenzspezifische Hybridisierung von PNA-Peptid-
Konjugaten mit Nukleinsäuresequenzen genutzt wird, wurde von Röglin et al. vor-
gestellt. [172,173] Sie entwickelten am Beispiel der Src-Kinase ein Konzept, das einzel-
strängige DNA- und RNA-Sequenzen als strukturgebendes Element verwendet, um
die Konformation des zentralen Peptidsegments eines PNA-Peptid-PNA-Konjugats
festzulegen und dadurch die Erkennung und Bindung zu Proteindomänen in Protein-
interaktionsnetzwerken zu steuern (Abbildung 2.22). Die pentamere Peptidsequenz
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Abbildung 2.22: Regulierung der Src-Kinaseaktivität durch hybridisierungsbasierte
Steuerung der Peptidkonformation. [173]
QpYEEI wird dabei von der SH2-Domäne der Src-Kinase bevorzugt in einer ge-
streckten Konformation gebunden (Abbildung 2.2 in Kapitel 2.1). Aufgrund dessen
konnte die intramolekularen pY527-Sequenz, die die Src-Kinase inaktiviert, nicht
durch den Duplex aus dem PNA-Peptid-PNA-Konjugat 9 und derDNA1 verdrängt
werden. Der Strangaustausch der DNA1 durch die RNA1 hebte die erzwungene
Krümmung der Peptidkonformation auf und erlaubte eine Bindung an die Src SH2-
Domäne. Daraus resultierte eine Reorganisation der gesamten Proteinstruktur, wo-
durch im in vitro-Experiment bis zu 86% der Kinaseaktivität regeneriert werden
konnte. Dieser Ansatz der templatvermittelten Konformationssteuerung eröffnet ei-
ne Möglichkeit für den aktiven Eingriff in einen Signaltransduktionssmechanismus,
der die Regulierung von Signalproteinen unter die Kontrolle von endogenen RNA-
Molekülen stellen kann.
2.4.3 PNA-Peptid-Konjugate in der Proteindetektion
Die Interaktion mit speziell funktionalisierten PNA-Peptid-Konjugaten kann für
die Detektion von Proteinen verwendet werden. Eine in der Literatur beschriebe-
ne Methode wurde z. B. für die Quantifizierung von Antikörpern entwickelt (Abbil-
dung 2.23). [174] Sie beruhte auf der konzentrationsabhängigen Bildung eines ternären
Komplexes 10 aus einem Antikörper, einem fluoreszenzmarkierten (11) und einem
PNA-konjugierten Peptid-Epitop (12), die in ihrer Peptidsequenz übereinstimm-
ten. Der Komplex 10 konnte aus dem Inkubationsmedium durch eine Immobili-
sierung an einer mit der komplementären PNA-Sequenz funktionalisierten Mikro-
partikeloberfläche selektiv entfernt und ausgelesen werden. Als photolumineszente
Markierung wurde ein Lanthanoid-Chelat-Komplex verwendet, der eine zeitverzö-
gerte Fluoreszenzmessung mit einem minimierten Hintergrundsignal gestattete. Der
Einsatz von diversen Peptid-PNA-Konjugaten erlaubte weiterhin die simultane Be-
stimmung mehrerer Antikörper über einen großen Konzentrationsbereich.
26
2.4 PNA als multifunktionales Werkzeug
Abbildung 2.23: Konzept der Quantifizierung von Antikörpern mithilfe von PNA-
Peptid-Konjugaten. [174]
Eine vollständig in homogener Lösung ablaufende Untersuchungsmethode für
Proteine basiert auf der Verwendung von strukturierten Peptidsonden, den soge-
nannten Hairpin Peptide Beacons (HPBs) (Abbildung 2.24). [23,128] Die zentrale,
peptidische Erkennungssequenz für das jeweilige Zielmolekül wird durch zwei PNA-
Segmente (PNA I und PNA II) flankiert. Durch Variation der Länge und Sequenz
der PNA I und II kann die Stabilität eines intramolekularen Duplexes gezielt ein-
gestellt und somit die Strukturform des ungebundenen PNA-Peptid-Konjugats fest-
gelegt werden (Abbildung 2.24 a). Mithilfe thermischer Denaturierungsexperimente
Abbildung 2.24: (a) Mögliche Strukturformen von PNA-Peptid-Konjugaten im ungebun-
denen Zustand. (b) Funktionsweise eines dualmarkierten HPBs am Bei-
spiel der Bindung an ein Protein. (c) Anwendungsbeispiele von HPBs
in der Proteindetektion.
können die Schmelztemperaturen der PNA-Peptid-Konjugate bestimmt und entspre-
chend ihrer Schmelzkurven in verschiedene Strukturformen unterteilt werden. Eine
Haarnadelstruktur wird als stabil definiert, wenn der Anteil an geöffneter Form bei
25 ◦C ≤ 10% ist. Die Konjugate mit nicht komplementären PNA-Segmenten weisen
keinen Wendepunkt in der Schmelzkurve auf und liegen folglich, wie die Peptidson-
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den, unstrukturiert als random coil vor. Die PNA-Segmente können je nach Bedarf,
z. B. durch die Kupplung an Seitenketten zusätzlich eingeführter Aminosäuren, mit
verschiedenen Chromophorenpaaren funktionalisiert werden, die bei einer stabilen
Haarnadelstruktur infolge der erzwungenen Proximität effizient miteinander über
diverse Energietransfermechanismen wechselwirken. Das zentrale Peptidsegment ist
meist ein 8-15 Aminosäuren langer Ausschnitt aus einem interagierenden Protein
und enthält die Erkennungssequenz für das Zielprotein, das untersucht werden soll.
Es kann beliebig variiert werden, was eine universelle Anwendbarkeit in der Protein-
untersuchung gestattet. Die einzige Voraussetzung ist eine konformative Änderung
infolge der Wechselwirkung mit dem Zielmolekül, die zu einer Öffnung der Haarna-
delstruktur führt (Abbildung 2.24 b, am Beispiel einer reversiblen Bindung an ein
Protein).
Die resultierende Separierung der Chromophore spiegelt sich in einer signifikan-
ten Veränderung des Fluoreszenzspektrums der entsprechenden Sonde wider und
wurde zur Detektion von Proteinen in homogener Lösung verwendet (Abbildung
2.24 c). Thurley et al. gelang beispielsweise die sensitive Detektion der Src SH2-
Domäne unter Verwendung einer excimerbasierten Sondenmarkierung. [23] Die Py-
reneinheiten wurden dabei über eine Amidbindung mit einer ε-Aminofunktion ter-
minaler Lysine eingeführt. Sie erzielten einen 12-fachen Anstieg der Monomeremis-
sion infolge der Bindung an die Domäne, der um ein Vielfaches größer als der ei-
nes sequenzanalogen, unstrukturierten Peptids war. Weiterhin untersuchten sie die
Aktivität der Protease Renin mithilfe einer mit dem Aminosäureanalogon Statin
modifizierten und somit nicht spaltbaren Sonde, deren Löschmechanismus auf ei-
ner Stoßdeaktivierung basierte. Bei der quantitativen Bindung durch die Protease
konnten sie einen 8-fachen Fluoreszenzanstieg des NIR-Farbstoffes messen. Oh et al.
funktionalisierten ihre haarnadelförmige Struktur mit BODIPY und Tryptophan,
wodurch der zugrundeliegende Löschmechanismus auf dem photoinduzierten Elek-
tronentransfer (PET) beruhte. [128] Sie erreichten einen 3-fachen Signalanstieg bei
der Detektion eines HIV-spezifischen Antikörpers.
Ein bedeutender Vorteil der haarnadelstrukturierten PNA-Peptid-Konjugate ge-
genüber unstrukturierten, sequenzanalogen Peptidsonden ist das wesentlich geringe-
re Hintergrundsignal. Aufgrund der Haarnadelstruktur wird die Löscheffizienz der
Donoremission infolge der erzwungenen Proximität zum Akzeptorchromophor im
ungebundenen Zustand erheblich gesteigert. Dies ermöglicht eine höhere Responsi-
vität bei der Wechselwirkung mit dem Zielmolekül.
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Die Untersuchung von Proteinen und Proteaseaktivitäten mit signalgebenden Son-
den kann für die Quantifizierung von relevanten Proteinen in der Diagnostik von
Krankheiten eingesetzt werden. Für eine Anwendung in einem homogenen Verfah-
ren ist es essentiell, sensitive Sonden zu generieren, die eine spezifische und direkte
Detektion kleinster Konzentrationen des Zielmoleküls im nM-Bereich in der kom-
plexen Umgebung der Zelle oder der extrazellulären Matrix erlauben. Mit den haar-
nadelstrukturierten, dualmarkierten PNA-Peptid-Konjugaten wurde ein Sondentyp
entwickelt, der durch den Austausch der zentralen, peptidischen Erkennungssequenz
universell einsetzbar ist und eine sensitive Detektion der Zielmoleküle erlauben
sollte (Abbildung 3.1 a). [23] Die Bildung einer doppelhelikalen PNA-Stammregion
Abbildung 3.1: Detektionsprinzip von haarnadelstrukturierten, dualmarkierten PNA-
Peptid-Konjugaten. (a) Allgemeine Struktur im ungebundenen Zustand.
Anstieg der Donoremission durch: (b) Rigidisierung infolge der Bindung
an ein Protein oder (c) hydrolytische Spaltung durch eine Protease.
D=Donor, A=Akzeptor.
aus den komplementären, flankierenden PNA-Sequenzen gewährleistet eine effiziente
Energieübertragung zwischen dem Donorfluorophor im N -terminalen PNA-Segment
(PNA I) und dem Akzeptorchromophor im C -terminalen PNA-Segment (PNA II) im
ungebundenen Zustand, wodurch das Hintergrundsignal der Sonde minimiert wird.
Bei Anwesenheit des Zielmoleküls steigt die Donoremission infolge einer Separie-
rung vom Akzeptorchromophor in Echtzeit an (Abbildung 3.1 b, c). Dieser Anstieg
ist proportional zur vorhandenen Proteinkonzentration oder Proteaseaktivität. Die
Öffnung der Haarnadel wird dabei durch (b) die Bindung an oder (c) die Spaltung
durch das Zielmolekül verursacht.
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Bisherige Signalverstärkungen der terminal markierten Hairpin Peptide Beacons
(Abbildung 3.2 a) lagen weit unter denen von strukturanalogen DNA-basierten Son-
den, die in der Untersuchung von Nukleinsäuren eingesetzt werden. [2426] Ziel dieser
Arbeit war daher, eine neue Art der Markierung für die PNA-Peptid-Konjugate zu
entwickeln, die eine geringe Hintergrundfluoreszenz im geschlossenen Zustand und
eine gesteigerte Signalintensität in Anwesenheit des Zielmoleküls aufweist. Für die
Erhöhung der Responsivität sollten zwei Ansätze verfolgt werden. Zum einen sollte
eine sequenzinterne Markierung vorgenommen werden, bei der die Signalmoleküle
näher an der Bindungstasche des Proteins lokalisiert sind (Abbildung 3.2 b). Infolge-
dessen würde die eingeschränkte Flexibilität der Chromophore zu einem reduzierten
Energietransfer im gebundenen Zustand und somit zu einer Signalverstärkung bei-
tragen. Zum anderen sollte, inspiriert durch den In-Stem Molecular Beacon, [175] ein
neuartiges Sondendesign für die Proteinuntersuchung eingeführt werden, bei dem
die Fluorophore als Pseudonukleobasen in der PNA-Stammregion positioniert sind
(Abbildung 3.2 c). Die Verwendung von Fluorophoren wie Pyren, die im angeregten
Zustand Excimere bilden können, gestattet die direkte Analyse in komplexen, biolo-
gischen Medien unter Verwendung von zeitaufgelösten Methoden. Dadurch wäre eine
Detektion ohne Probenvorbereitung möglich, die einen schnellen Probendurchsatz in
Abbildung 3.2: Detektionsprinzip der (a) terminal, (b) sequenzintern und (c) stammin-
tern markierten, haarnadelförmigen PNA-Peptid-Konjugate.
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der Anwendung erlaubt. Als Modellsysteme für die in vitro-Untersuchungen in Puffer
sollten die intrazellulären SH2-Domänen der Src- und Lck-Kinase sowie die extra-
zelluläre Matrix-Metalloprotease 7 fungieren. Des Weiteren sollte unter Verwendung
der zeitaufgelösten Fluoreszenzmessung eine geringe Konzentration im einstelligen
nM-Bereich von MMP-7 in komplexen, biologischen Medien, wie DMEM* oder Hu-
manserum, detektiert werden.
Für DNA-basierte Molecular Beacons konnte eine höhere Spezifität gegenüber
dem Nukleinsäure-Target, im Vergleich zu unstrukturierten Hybridisierungssonden,
nachgewiesen werden. [176] Mithilfe thermodynamischer Untersuchungen unmarkier-
ter PNA-Peptid-Konjugate verschiedener Haarnadelstabilität sollte überprüft wer-
den, ob dieser Sachverhalt auch auf peptidbasierte Haarnadelstrukturen übertragbar
ist. Unter Verwendung der Isothermen Titrationskalorimetrie (ITC) sollten dafür
erste thermodynamische Daten der Bindung der PNA-Peptid-Konjugate an die bei-
den nah verwandten SH2-Domänen der Src- und Lck-Kinase erhoben werden. Dabei
könnten zusätzlich Erkenntnisse gewonnen werden, die zum Verständnis der thermo-
dynamischen Triebkraft der Bindung der PNA-Peptid-Konjugate an eine Protein-
domäne beitragen. Des Weiteren könnten durch die Auswertung der thermodynami-
schen Daten Hinweise zu dem Einfluss der PNA-Segmente bzw. der Strukturierung
der PNA-Peptid-Konjugate auf den Bindungsprozess gewonnen werden.
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4 Ergebnisse und Diskussion
4.1 Strategien und Optimierung der PNA-Peptid-
Konjugatsynthese
In Tabelle 4.1 sind die zentralen Peptidsequenzen, die in dieser Arbeit eingesetzt
wurden, mit den dazugehörigen Zielproteinen und Anwendungsgebieten aufgelistet.
Tabelle 4.1: Verwendete Peptidsequenzen mit Zielproteinen und Anwendungsgebieten.
Sequenz Zielprotein Verwendung
PQpYEEIPI Src- und Lck SH2-Domänen ITC, sequenz- und
stamminterne Fluoreszenzmarkierung
TEGQpYQPQP Src- und Lck SH2-Domänen ITC
RPLA|LWRS MMP-7 stamminterne Fluoreszenzmarkierung
Die Erkennungsmotive der SH2-Domänen sind unterstrichen. Die Spaltposition der Protease
ist durch einen senkrechten Strich gekennzeichnet.
Die Synthese der unterschiedlichen PNA-Peptid-Konjugate (unmarkiert, sequenz-
und stammintern markiert) erfolgte stets mithilfe einer linearen Festphasensynthese
nach der in Abbildung 4.1 dargestellten Methodik unter Verwendung kommerziell
erhältlicher Aminosäuren und PNA-Monomere oder zuvor selbst synthetisierter Mo-
difikationen (Kapitel 4.1.3). Der polymere Träger wurde zunächst mit Fmoc-Glycin-
OH umgesetzt, um die Beladung einzustellen und einen Bezugspunkt für die Aus-
beuteberechnung nach vollendeter Aufreinigung zu erhalten. Der Aufbau der Oligo-
Abbildung 4.1: Allgemeine Methodik zur Herstellung von PNA-Peptid-Konjugaten.
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mere erfolgte durch sich wiederholende Zyklen aus 1) Entschützung der N -Termini,
2) Kupplung eines Monomers entsprechend der Sequenz und 3) Acetylierung nicht
umgesetzter N -Termini mit einem Essigsäureanhydrid/2,6-Lutidin/DMF-Gemisch.
Zur Aktivierung der Monomere wurden, neben der nicht nukleophilen Base NMM,
entweder Uroniumsalze, wie HCTU und HBTU, oder das Phosphoniumsalz PyBOP
verwendet. Um eine Racemerisierung bei den Aminosäurekupplungen zu vermeiden,
wurde HOBt in äquimolaren Mengen zugefügt. Automatisierte Synthesen wurden
unter Verwendung von HCTU bzw. HBTU, aufgrund der längeren Stabilität der
Lösungen im Vergleich zu PyBOP, durchgeführt. Die Besonderheiten der einzelnen
Syntheserouten werden in den jeweiligen Kapiteln beschrieben.
Die Retentionszeiten der Abbruch- und Zielsequenzen unterschieden sich nach
der Endabspaltung vom polymeren Träger nicht ausreichend für eine Basislinientren-
nung in der chromatographischen Aufreinigung, was eine Isolierung der reinen Ver-
bindung unmöglich machte (13-Fmoc-off in Abbildung 4.2). Die N -terminale Fmoc-
Abbildung 4.2: HPLC-Spuren der Rohprodukte von 13 mit und ohne terminale Fmoc-
Schutzgruppe (3→70% B in 20min, 260 nm). Der Pfeil zeigt jeweils die
Zielsequenz an.
Schutzgruppe verursachte eine Verschiebung der Retentionszeiten von 2-3Minuten,
die eine Separierung von den Nebenprodukten im Laufe der chromatographischen
Aufreinigung ermöglichte (13-Fmoc-on in Abbildung 4.2). Sie wurde folglich als
hydrophober Tag verwendet. Dies erforderte jedoch nach der Abspaltung der Fmoc-
Schutzgruppe in Lösung mit einem Piperidin:H2O-Gemisch einen zusätzlichen chro-
matographischen Reinigungsschritt, was mit einem Ausbeuteverlust verbunden war.
4.1.1 Synthese unmarkierter PNA-Peptid-Konjugate
Für die thermodynamische Untersuchung mithilfe der Isothermen Titrationskalori-
metrie (ITC) wurden unmarkierte PNA-Peptid-Konjugate mit dem zentralen SH2-
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spezifischen Peptid PQpYEEIPI und variierenden PNA-Sequenzen unter Verwen-
dung der Fmoc-basierten Festphasensynthese nach Abbildung 4.3 automatisiert her-
gestellt. Die terminalen Lysin-Monomere wurden verwendet, um die Löslichkeit
Abbildung 4.3: Synthese unmarkierter PNA-Peptid-Konjugate. X = N -terminale Modi-
fikation bestehend aus Aspartateinheiten.
zu erhöhen. Bei einer angestrebten Konzentration im niedrigen mM-Bereich war
jedoch nur eine geringe Löslichkeit für die Sonde 14 (13%) und 13 (24%) im
neutralen HEPES-Puffer gegeben (Tabelle 4.2). Durch Variation der Pufferzusam-
mensetzung und Einführung von Detergenzien, wie CHAPS oder Triton X-100,
konnte die Löslichkeit nicht signifikant gesteigert werden. Aufgrund dessen wurde
der N -Terminus der Konjugate mit zusätzlichen und Aspartat-Resten modifiziert.
Erst die Elongation mit mindestens zwei N -terminalen Aspartat-Resten resultierte
bei sämtlichen PNA-Peptid-Konjugaten verschiedener Haarnadelstabilität in einer
Tabelle 4.2: Übersicht der unmarkierten PNA-Peptid-Konjugate mit pYEEI-Motiv.
Sequenz
Ausbeute [%] Löslichkeit [%]*(H-X-K-PNAI -PQpYEEIPI-PNAII -K-G-NH2)
X PNAI PNA II
14 -
gttg caac
26 13
15 D 9 42
16 DD 7 100
17 DDD 10 100
13 -
tttg caaa
21 24
18 DD 14 100
19 DDD 14 100
20 -
gcta ccaa
25 100
21 DD 28 100
22 DDD 18 100
* Prozentuale Löslichkeit in Puffer = Quotient aus realer Konzentration im Überstand und
gewünschter Konzentration (z. B. 2mM) mit 100 multipliziert. 20mM HEPES, 100mM NaCl,
1mM EDTA, 1mM β-ME, pH 7.5.
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Löslichkeit von 100% im gewünschten mM-Bereich unter Verwendung des neutra-
len HEPES-Puffers ohne Detergenzienzusatz (Tabelle 4.2). Auffällig war, dass die
unstrukturierte Sonde 20 bereits ohne Modifikation eine 100-prozentige Löslichkeit
aufwies. Sämtliche Konjugate besaßen denselben Anteil an Purin-, Pyrimidinbasen
und Aminosäuren, was somit nicht löslichkeitsbestimmend sein konnte. Die Ursa-
che lag vermutlich in der unterschiedlichen Fähigkeit der PNA-Peptid-Konjugate
im wässrigen Puffer Wasserstoffbrückenbindungen einzugehen. Die Nukleobasen der
PNA-Segmente lagen bei der unstrukturierten Sonde 20 vollständig ungepaart vor,
wodurch ihre funktionellen Gruppen für nichtkovalente Wechselwirkungen mit dem
Lösungsmittel zur Verfügung standen und die 100-prozentige Löslichkeit bedingten.
Die Amino- und Carbonylfunktionen der Nukleobasen der haarnadelstrukturierten
Sonde 14 waren hingegen vollständig in die Hybridisierung mit dem komplementä-
ren PNA-Segment involviert, was zu einer verminderten Löslichkeit beiträgt. Das
PNA-Peptid-Konjugat 13 bildete einen Mischfall, da bei Raumtemperatur bereits
ein Anteil im geöffneten Zustand vorlag. Mit der Einführung N -terminaler Aspar-
tate wurde eine Erhöhung der Ladung der Sonden erreicht, was einen Anstieg der
Solvatisierbarkeit und somit der Löslichkeit nach sich zog.
Für nachfolgende Arbeiten wurde die Modifikation mit zwei N -terminalen As-
partaten gewählt, da eine vollständige Löslichkeit bei geringem synthetischen Auf-
wand erzielt werden konnte. Es wurden weitere Konjugate mit dem zweiten Bin-
dungsmotiv pYPQPQ in analoger Weise synthetisiert (Tabelle 4.3).
Tabelle 4.3: Übersicht der unmarkierten PNA-Peptid-Konjugate mit pYPQPQ-Motiv.
Sequenz
Ausbeute [%](H-DD-K-PNAI -TEGQpYQPQP-PNAII -K-G-NH2)
PNAI PNA II
23 gttg caac 16
24 tttg caaa 24
25 gcta ccaa 10
Darüber hinaus wurden PNA-Peptid-Konjugate mit nur einem PNA-Segment
ausgehend von dem pYEEI-Bindungsmotiv hergestellt, um in späteren ITC-Unter-
suchungen den Einfluss der PNA-Segmente auf das Bindungsverhalten zu klären
(Tabelle 4.4).
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Tabelle 4.4: Übersicht der unmarkierten PNA-Peptid-Konjugate mit pYEEI-Motiv und
nur einem PNA-Segment.
Sequenz
Ausbeute [%](H-DD-K-PNAI -PQpYEEIPI-PNAII -K-G-NH2)
PNAI PNA II
26 gttg
-
19
27 tttg 30
28 gcta 22
29
-
caac 18
30 caaa 17
31 ccaa 13
Es wurden zusätzlich die jeweiligen Peptidsequenzen in einer Fmoc-basierten,
automatisierten Festphasensynthese hergestellt, um deren Ergebnisse in Relation
zu denen der PNA-Peptid-Konjugate zu setzen (Tabelle 4.5). Im Gegensatz zu den
PNA-Peptid-Konjugaten war eine Verwendung derN -terminalen Fmoc-Schutzgruppe
als hydrophober Tag nicht notwendig. Der N -Terminus der Peptidsequenz wurde
nach Beendigung der Synthese am polymeren Träger freigesetzt und acetyliert.
Tabelle 4.5: Übersicht der hergestellten, unmarkierten Peptide.
Sequenz Ausbeute [%]
32 Ac-PQpYEEIPI-NH2 19
33 Ac-TEGQpYQPQP-NH2 21
4.1.2 Synthese von FAM/Dabcyl-markierten PNA-Peptid-
Konjugaten
Das zentrale Peptidsegment des terminal (34) und sequenzintern (35) markierten
PNA-Peptid-Konjugats, als auch der entsprechenden Peptidsonde 36 für die Evalua-
tion der alternativen Markierungsmethode entsprach der Peptidsequenz
PQpYEEIPI, die spezifisch von SH2-Domänen gebunden wird (Tabelle 4.6). Diese
wurde im Falle der PNA-Peptid-Konjugate 34 und 35mit flankierenden komplemen-
tären PNA-Segmenten versehen, die die quantitative Bildung einer Haarnadelstruk-
tur gewährleisteten. Die Chromophore FAM und Dabcyl wurden über eine Amidbin-
dung mit der ε-Aminofunktion von Lysineinheiten in die Sequenz eingeführt. Der aus
Kapitel 4.1.1 bekannte positive Effekt von zwei N -terminalen Aspartateinheiten auf
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Tabelle 4.6: Übersicht der Sonden zur Evaluation der sequenzinternen Markierung.
Sequenz
Ausbeute [%](H-DD-PNAI -PQpYEEIPI-PNAII -G-NH2)
PNAI PNA II
34 K(FAM)-gttg caac-K(Dabcyl) 13
35 gttg-K(FAM) K(Dabcyl)-caac 20
36 H-K(FAM)-PQpYEEIPI-K(Dabcyl)-NH2 22
die Löslichkeit wurde auch bei diesem Sondentyp verwendet, da ein Anstieg der Hy-
drophobizität infolge der Chromophoreinführung erwartet wurde. Die Herstellung
der PNA-Peptid-Konjugate sowie der Peptidsonde erfolgte mithilfe automatisier-
ter, Fmoc-basierter Festphasensynthese an einem Rinkamid-Harz (Abbildung 4.4).
Der Fluoreszenzakzeptor Dabcyl wurde über ein zuvor im Arbeitskreis syntheti-
siertes Monomer (Fmoc-K(Dabcyl)-OH, 37) im Laufe der automatisierten Synthese
Abbildung 4.4: Synthese der FAM/Dabcyl-markierten PNA-Peptid-Konjugate mit ter-
minaler (links, 34) und sequenzinterner Markierung (rechts, 35). In den
Boxen sind die Strukturen der verwendeten Chromophorbausteine dar-
gestellt.
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auf der C -terminalen Seite des Peptids eingebaut. Im Gegensatz dazu wurde der
Fluoreszenzdonor FAM nach Synthese der Volllängensequenz durch manuelle Kupp-
lung eingeführt. Dafür wurde zunächst kommerziell erhältliches Fmoc-K(Mmt)-OH
N -terminal zum Peptidsegment in die Sequenz eingebaut. Durch die Behandlung des
Harzes mit einer 2-prozentigen TFA-Lösung in Dichlormethan und dem Zusatz von
5% Triisopropylsilan (TIS) als Kationenfänger konnte die Mmt-Schutzgruppe selek-
tiv entfernt werden, was die Kupplung von FAM an die freie ε-Aminofunktion des
Lysins gestattete. Die Anwendung der Fmoc-on/off-Strategie zur Reinigung der Ziel-
verbindungen war in diesem Fall nicht möglich, da die Mehrfachester von FAM, die
bei dessen Kupplung entstanden, durch die Behandlung mit einem Piperidin/DMF-
Gemisch vor der Freisetzung vom polymeren Träger entfernt werden mussten. Es
gelang in diesem Fall dennoch die Abbruchsequenzen durch chromatographische
Reinigung abzutrennen.
4.1.3 Synthese von modifizierten PNA-Monomeren
Der Aufbau der neuen PNA-Peptid-Konjugate mit stamminterner Fluoreszenzmar-
kierung, der sogenannten In-Stem Hairpin Beacons (IS-HPBs), erforderte die Her-
stellung des Boc- (38) und Alloc-geschützten PNA-Monomers (39) (Abbildung 4.5),
die die Einführung der Chromophore an fester Phase erlaubten. Zusätzlich wurde
ein abasisches PNA-Monomer (40) synthetisiert, das als Spacer (S) komplementär
zum Fluorophor (F) und Quencher (Q) in einer reißverschlussartigen Anordnung in
die PNA-Stammregion eingebaut werden konnte. Dadurch sollten mögliche Störun-
gen der Basenstapelung aufgrund des erhöhten sterischen Anspruchs der Pseudo-
nukleobasen vermindert und somit eine extrahelikale Anordnung der Chromopho-
re vermieden werden. Ausgehend von dem geschützten PNA-Rückgrat 41, dessen
Synthese in der Arbeitsgruppe Seitz bereits etabliert war, [177] erfolgte die Herstel-
lung des tert-Butylesters 42 durch die Umsetzung mit Allylchloroformiat unter ba-
sischen Bedingungen nach einer Literaturvorschrift von Jarikote et al.. [178] Durch
die anschließende Behandlung mit einer 50-prozentigen TFA-Lösung in Dichlorme-
than wurde die tert-Butyl-Schutzgruppe abgespalten und die Carboxyl-Funktion
für den Einsatz in der Festphasensynthese freigesetzt. Das PNA-Monomer 39 konn-
te über eine Fällung aus einer Ethylacetat/Cyclohexan-Mischung gewonnen wer-
den. Die Herstellung des Boc-Monomers 38 verlangte zunächst die Überführung
des tert-Butylesters 41 in den Allylester 43. [179] Die, durch eine Synthesevorschrift
von Horiuchi et al. inspirierte, Kupplung einer Boc- bzw. Acetyl-Funktion an das
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Abbildung 4.5: Synthese der modifizierten PNA-Monomere für die Festphasensynthese.
sekundäre Amin des PNA-Rückgrats unter Bildung der Verbindungen 44 bzw. 45 er-
folgte unter Verwendung der entsprechenden Anhydride und dem Zusatz einer Base.
Die Allyl-Schutzgruppe von Verbindung 44 wurde Pd-katalysiert unter Verwendung
des nukleophilen Allylfängers N-Methylanilin entfernt. Die Carboxylfunktion der
Verbindung 45 wurde durch die Behandlung mit einer 50-prozentigen TFA-Lösung
in Dichlormethan freigesetzt. Für die Isolierung der Monomere 38 und 40 war eine
säulenchromatographische Reinigung erforderlich.
Die Schutzgruppen der sekundären Aminofunktion des synthetisierten Boc- (38)
und Alloc-geschützten PNA-Monomers (39) waren chemisch resistent gegenüber
den üblichen Bedingungen der Festphasensynthese und ließen sich selektiv bei Be-
darf freisetzen. Die modifizierten PNA-Monomere konnten in moderaten Ausbeuten
(57-87%) für den Einsatz in der Festphasensynthese erhalten werden. Die reduzierte
Ausbeute des Monomers 38 (57% über 2 Stufen) resultierte aus der mehrmaligen
säulenchromatographischen Reinigung und der Korrektur der Ausbeute anhand des
Anteils der Verunreinigung Triphenylphosphan bzw. Triphenylphosphinoxid.
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4.1.4 Synthese der PNA-Peptid-Konjugate mit stamm-
interner Fluoreszenzmarkierung
Das neue Sondendesign der IS-HPBs sollte anhand von zwei verschiedenen, zen-
tralen Peptidsequenzen untersucht werden. Zum einen diente die bereits bekann-
te Peptidsequenz PQpYEEIPI als zentrales Element, das spezifisch von den SH2-
Domänen der Src- und Lck-Kinase gebunden wird. Zum anderen wurde das Peptid
RPLALWRS verwendet, das durch die Matrix-Metalloprotease 7 (MMP-7) erkannt
und selektiv zwischen der Ala-Leu-Bindung proteolytisch gespalten wird. Die Op-
timierung der Synthese erfolgte überwiegend anhand der Sonden, die spezifisch an
die SH2-Domänen binden.
Die Schutzgruppenchemie des synthetisierten Boc-Monomers 38 verlangte eine
Variation der bisher durchgeführten Festphasensynthese. Die Abspaltbedingungen
für die Boc-Schutzgruppe zur Freisetzung der sekundären Aminofunktion waren in-
kompatibel mit der Bhoc-Schutzgruppe der exozyklischen Aminofunktion der kom-
merziell erhältlichen Fmoc-geschützten PNA-Monomere, die in der Fmoc-basierten
Strategie seither eingesetzt wurden. Aufgrund dessen erfolgte die Herstellung der
markierten Konjugate unter Verwendung sowohl der Boc-, als auch der Fmoc-basie-
rten Synthesestrategie, dessen Ablauf in Abbildung 4.6 illustriert ist. Es wurde ein
MBHA-Harz verwendet, das gegenüber der Behandlung mit TFA stabil ist und die
Freisetzung der Oligomere vom polymeren Träger nur unter Zusatz der Supersäure
TFMSA zulässt. Beim manuellen Aufbau des ersten PNA-Segments bis zur Posi-
tion des Boc-geschützten Monomers 38 wurde die Boc/Z-Strategie verwendet. Die
exozyklische Z-Schutzgruppe der PNA-Monomere ermöglichte eine selektive Frei-
setzung der sekundären Aminofunktion des Monomers 38, an das die kommerziell
erhältliche Anthrachinon-2-carbonsäure unter Bildung des Quencher-Bausteins Q
gekuppelt wurde. Die Elongation der Sequenzen mit weiteren PNA-Monomeren,
u. a. mit dem Alloc-geschützten PNA-Monomer 39 und dem Spacer 40 (S), sowie
Aminosäuren wurde unter Verwendung einer Fmoc-basierten Synthesestrategie au-
tomatisiert fortgesetzt. Die Kupplung des Fluorophors an das Volllängenprodukt
wurde manuell mit der entsprechenden Pyrencarbonsäure nach der Pd-katalysierten
Abspaltung der Alloc-Schutzgruppe unter Bildung des Fluorophor-Bausteins F (P2
mit 1-Pyrenessigsäure oderP4mit 1-Pyrenbuttersäure, Abbildung 4.7 a) ausgeführt.
Die Freisetzung vom polymeren Träger sowie die Entschützung der Seitenketten
und exozyklischen Funktionen erfolgte unter Verwendung stark saurer Bedingun-
gen mit dem Einsatz eines TFA:TFMSA:m-Kresol-Gemisches. Analog zu vorherigen
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Abbildung 4.6: Syntheseschema von IS-HPBs.
Synthesen wurde bei der Aufreinigung der Rohprodukte die N -terminale Fmoc-
Funktion als hydrophober Tag zur Separierung von den Abbruchsequenzen verwen-
det. Nach der chromatographischen Reinigung des Fmoc-geschützten Produkts er-
folgte die Entschützung des N -Terminus mithilfe einer Piperidin:H2O-Lösung, ge-
folgt von einer weiteren chromatographischen Reinigung.
Zu Beginn war nicht bekannt inwieweit die peptidbasierten Sonden mit der
stamminternen Modifikation zu einer effektiven Basenstapelwechselwirkung in der
Lage sein werden. Es wurden somit zahlreiche PNA-Peptid-Konjugate aus den PNA-
Monomeren in Abbildung 4.7 hergestellt (Tabelle 4.7). Ziel war es, eine bei 25 ◦C
stabile Haarnadelstruktur zu generieren, die zusätzlich einen hohen Signalanstieg
bei der Detektion des Zielmoleküls aufweist. Es wurde sowohl die Länge und Se-
quenz der flankierenden PNA-Segmente, als auch die Anzahl an Fluorophor- und
Quenchereinheiten variiert. Die Anbindung des Fluorophors erfolgte über zwei unter-
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Abbildung 4.7: Strukturen der PNA-Monomere in den IS-HPBs: (a) Fluorophor-
Baustein F, (b) Quencher-Baustein Q und (c) kommerzielle Monomere
und Spacer S.
schiedlich lange Linker (Abbildung 4.7 a). Zusätzlich wurde der Einsatz eines Spacers
(S) getestet, der in einer reißverschlussartigen Anordnung den Chromophoren mehr
Raum für die Basenpaarung eröffnen und die Stabilität der Haarnadelstruktur stei-
gern sollte. Bei den MMP-7 spezifischen Sonden wurde weiterhin die Flexibilität des
Peptidsegments durch die Einführung von Linkern, wie Aminohexansäure (Ahex)
oder ß-Alanin erhöht.
Tabelle 4.7: Übersicht der PNA-Peptid-Konjugate mit stamminterner Fluoreszenzmar-
kierung und Peptidsonden.
Sequenz
Ausbeute [%](H-X-PNAI -Peptid-PNAII -G-NH2)
X PNAI PNA II
Peptid = PQpYEEIPI
46
-
g-P2-S-g c-Q-S-c < 1
47 g-P2-g c-Q-c 14
48 t-P2-g c-Q-a 28
49 t-P2-t a-Q-a 15
50 g-P4-g c-Q-c 2
51 t-P4-g c-Q-a 10
52 t-P4-t a-Q-a 9
53
-
gg-P2-g c-Q-cc < 1
54 g-P2-gg cc-Q-c 4
55 g-P4-gg cc-Q-c 9
56
-
ga-P2-ag ct-Q-tc 1
57 ga-P4-ag ct-Q-tc < 1
58 gg-P2-gg cc-Q-cc 3
59 cc-P2-cc gg-Q-gg 8
60 tg-P2-gg cc-Q-ca 4
61 tg-P4-gg cc-Q-ca 2
Ahex=Aminohexansäure; ßA=ß-Alanin; P2, P4=Fluorophor; Q=Quencher; S=Spacer.
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Sequenz
Ausbeute [%](H-X-PNAI -Peptid-PNAII -G-NH2)
X PNAI PNA II
62
-
cca-P2-ac gt-Q-tgg 5
63 cca-S-P2-S-ac gt-Q-S-Q-tgg 2
64 cca-P4-ac gt-Q-tgg 3
65 acc-P4-ca tg-Q-ggt 2
66
-
cca-P2-S-P2-ac gt-S-Q-S-tgg 3
67 cca-P2-P2-ac gt-Q-tgg 3
68 ca-P2-P2-acc ggt-Q-tg 2
69 H-K(C2Pyr)-PQpYEEIPI-K(C1Anthr)-NH2 15
Peptid = RPLALWRS
70
-
cca-P2-S-P2-ac gt-S-Q-S-tgg 3
71 cca-P2-S-P2-ac-Ahex- -Ahex-gt-S-Q-S-tgg 4
72 cca-P2-S-P2-ac-ßA- -ßA-gt-S-Q-S-tgg 3
73
DDD
cca-P2-S-P2-ac gt-S-Q-S-tgg 3
74 cca-P2-S-P2-ac-Ahex- -Ahex-gt-S-Q-S-tgg 4
75 cca-P2-S-P2-ac gt-S-Q-S-tgg 3
76
-
cca-P2-P2-ac gt-Q-tgg 22
77 cca-P2-P2-ac-Ahex- -Ahex-gt-Q-tgg 12
78 cca-P2-P2-ac-ßA- -ßA-gt-Q-tgg 18
79
DDD
cca-P2-P2-ac gt-Q-tgg 2
80 cca-P2-P2-ac-Ahex- -Ahex-gt-Q-tgg 3
81 cca-P2-P2-ac-ßA- -ßA-gt-Q-tgg 4
82 H-K(C2Pyr)-K(C2Pyr)-RPLALWRS-K(C1Anthr)-NH2 19
Ahex=Aminohexansäure; ßA=ß-Alanin; P2, P4=Fluorophor; Q=Quencher; S=Spacer.
Für einen möglichen Vergleich mit unstrukturierten Peptidsonden wurden die-
se ebenfalls synthetisiert. Die Pyren- und Anthrachinoneinheit wurden dabei an
ε-Aminofunktion des Lysins in Analogie zu der Strategie für die FAM/Dabcyl-
markierten PNA-Peptid-Konjugate (Kapitel 4.1.2) gekuppelt.
Im Fortgang der Herstellung der IS-HPBs traten eine Vielzahl an Problemen
auf, die zu erheblichen Ausbeuteverlusten führten und mit ihrer Lösung in den
folgenden Unterkapiteln geschildert werden.
Kupplung der Pyrencarbonsäure
Für die Anbindung der Pyreneinheiten an die Oligomersequenz wurde eine zweifache
Kupplung bis zu einer Dauer von 10 h mit 10Äq. der entsprechenden Carbonsäu-
re (1-Pyrenessigsäure oder 1-Pyrenbuttersäure), 10Äq. PyBOP mit 20Äq. NMM
in DMF durchgeführt. Im Gegensatz zur Pyrenessigsäure führte die Reaktion mit
44
4.1 Strategien und Optimierung der PNA-Peptid-Konjugatsynthese
Pyrenbuttersäure nicht zur quantitativen Bildung von Produkt 51mP (Abbildung
4.8 a). Es konnte in HPLC-Spuren von Testabspaltungen stets das Produkt 51oP
Abbildung 4.8: HPLC-Spuren verschiedener Kupplungsmethoden für Pyrenbuttersäure.
Ausschnitte der HPLC-Spuren von Testabspaltungen der Sonde 51 nach
der Kupplung von 1-Pyrenbuttersäure (a) mit PyBOP und (b) über ein
intermediäres Anhydrid (3→ 70% in 20min, 260 nm). Mit * markierte
Nebenprodukte wurden nicht in die Berechnung miteinbezogen.
ohne Pyren in Anteilen von bis zu 25% detektiert werden. Nach erfolgloser Varia-
tion der Äquivalente und Kupplungsreagenzien führte die vorheriger Bildung des
Säureanhydrids mithilfe von Diisopropylcarbodiimid zur quantitativen Umsetzung
zum Zielprodukt 51mP (Abbildung 4.8 b). Die Kupplungsstrategie mit der Bildung
eines intermediären Anhydrids wurde in den folgenden Synthesen angewendet.
Variation der Abspaltbedingungen
Die Auswertung der HPLC-Spuren von Testabspaltungen zeigte, dass als Nebenpro-
dukt bei der Verwendung eines TFA:TFMSA:m-Kresol-Gemisches (16:3:1) Addukte
mit Massendifferenzen von +90 und +180 von bis zu 30% entstanden. Es wur-
de vermutet, dass es sich bei der Massendifferenz um das bei der Abspaltung der
Z-Schutzgruppe freigesetzte Benzylkation handelt, das erneut an die Oligomerse-
quenz addiert. Bei der Variation der Zusammensetzung der Abspaltlösung durch
Veränderung der Komponentenanteile und den Einsatz unterschiedlicher Scavenger
erwies sich die Zusammensetzung TFA:TFMSA:m-Kresol (5:1:1) als beste Option
(am Beispiel der Sonde 55 in Abbildung 4.9). Die Bildung der Addukte konnte jedoch
nicht vollständig unterdrückt werden. Eine zusätzliche Massendifferenz von +56 trat
zum Teil auf und konnte einer addierten tert-Butylgruppe zugeordnet werden. Die
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Abbildung 4.9: HPLC-Spuren verschiedener Abspaltbedingungen. Auswahl an Zusam-
mensetzungen der Abspaltlösung und die entsprechenden Ausschnitte
der HPLC-Spuren der Sonde 55 (3→ 50% in 20min, 260 nm). Das Ziel-
produkt eluierte bei 17.4min.
Verminderung des Adduktanteils am Rohprodukt wurde durch die 15-minütige Be-
handlung des Harzes mit einer TFA:H2O-Mischung (95:5) vor der Endabspaltung
erreicht. Die Boc- sowie tBu-Schutzgruppen wurden dadurch selektiv entfernt und
weggewaschen und konnten somit nicht erneut an die Oligomersequenz addieren.
Schutzgruppenabspaltung am Phosphotyrosin-Baustein
Die hydrolytische Abspaltung der Bisdimethylamino-Schutzgruppe am Phosphoty-
rosin-Baustein (Abbildung 4.10 a) wurde bisher durch Zugabe von 10% Wasser zur
Abspaltlösung und Schütteln über Nacht realisiert. Eine Übertragung auf die Aufar-
beitung der IS-HPBs war nicht möglich, da bei der Verwendung der Abspaltlösung
für die Boc-basierte Festphasensynthese (TFA:TFMSA:m-Kresol, 5:1:1) eine quan-
Abbildung 4.10: (a) Struktur des geschützten Phosphotyrosin-Bausteins. (b) HPLC-
Spuren von verschiedenen Methoden zur Abspaltung der Schutzgruppe
am Beispiel von Sonde 52 (3→ 50% in 20min, 260 nm).
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titative Sondenspaltung über Nacht bei einem Wasserzusatz erfolgte (am Beispiel
von Sonde 52 in Abbildung 4.10 b). Die extrem sauren Bedingungen durch den
Einsatz von TFMSA begünstigen die hydrolytische Spaltung der Oligomersequenz
C -terminal zu der Fluorophoreinheit. Bei einer Verkürzung der Entschützungsdauer
fand keine Spaltung des Oligomers statt, jedoch in gleicher Weise keine quantitativen
Freisetzung der Phosphateinheit. Die Entschützung wurde an fester Phase durch die
3-stündige Behandlung des Harzes mit einer TFA:H2O (9:1)-Mischung vorgenom-
men, bei der keine Nebenreaktionen detektierbar waren (Abbildung 4.10 b).
4.2 Charakterisierung der Stabilität des intramole-
kularen Duplexes der PNA-Peptid-Konjugate
Bevor die synthetisierten PNA-Peptid-Konjugate ihren Einsatz fanden, wurde die
Stabilität des intramolekularen Duplexes mithilfe thermischer Denaturierungsexpe-
rimente ermittelt. Dafür wurden die Schmelzkurven einer Verdünnungsreihe eines
Konjugats spektroskopisch aufgezeichnet. Die Schmelztemperatur TM entspricht da-
bei dem Wendepunkt der Schmelzkurve bzw. dem Maximum deren erster Ableitung.
Wenn die TM -Werte bei verschiedenen Konzentrationen sich nicht signifikant vonein-
ander unterschieden (∆TM ≤ 3K), konnte eine intermolekulare Hybridisierung der
PNA-Fragmente ausgeschlossen werden. Weiterhin wurde anhand des Verlaufs der
Schmelzkurve die Strukturform (quantitative Haarnadelstruktur, Mischung aus un-
strukturiert und Haarnadelstruktur, unstrukturiert) des PNA-Peptid-Konjugats bei
25 ◦C festgelegt. Die Konjugate mit nichtkomplementären PNA-Segmenten wiesen
keinen Wendepunkt in der Schmelzkurve auf und wurden somit als unstrukturiert
betrachtet.
4.2.1 Unmarkierte & FAM/Dabcyl-markierte PNA-Peptid-
Konjugate
Bei den unmarkierten und FAM/Dabcyl-markierten PNA-Peptid-Konjugaten wur-
de die Absorption einer Verdünnungsreihe bei 260 nm über einen Temperaturgra-
dienten verfolgt. Die Abbildung 4.11 zeigt am Beispiel der Sonde 13 den üblichen
Verlauf der normierten Schmelzkurven und deren erster Ableitung bei verschiede-
nen Konzentrationen. Man sieht deutlich die Übereinstimmung in den Maxima der
ersten Ableitungen, was die intramolekulare Hybridisierung bzw. die Bildung einer
47
4 Ergebnisse und Diskussion
Abbildung 4.11: Nachweis der intramolekularen Hybridisierung mittels thermischer De-
naturierungsexperimente. Normierte Schmelzkurven und deren erste
Ableitung verschiedener Konzentrationen von Sonde 13 mit den jewei-
ligen Schmelztemperaturen.
Haarnadelstruktur bestätigt. Bei der Betrachtung des Kurvenverlaufs wird ersicht-
lich, dass das Konjugat 13 bei 25 ◦C bereits prozentual geöffnet und nicht quantitativ
als Haarnadelstruktur vorliegt.
Die Haarnadelstabilität der PNA-Peptid-Konjugate konnte durch die Variation
der PNA-Sequenz unkompliziert eingestellt werden, was in Abbildung 4.12 am Bei-
spiel der Schmelzkurven und deren ersten Ableitungen der PNA-Peptid-Konjugate
14, 13 und 20 veranschaulicht ist. Der Austausch eines c·g-Basenpaares gegen ein
a·t-Basenpaar führte bereits zu einer Destabilisierung der Haarnadelstruktur um
24K. Die Kurve der Sonde 20, bei der die PNA-Segmente keine intramolekularen
Watson-Crick-Basenpaare bilden konnten, wies hingegen keine sigmoidale Form mit
einem Wendepunkt auf, wodurch diese Sonde als unstrukturiert zu bezeichnen ist.
Abbildung 4.12: Variation der Haarnadelstabilität und Auswirkungen auf die Schmelz-
temperatur der PNA-Peptid-Konjugate. Normierte Schmelzkurven und
deren erste Ableitung unmarkierter PNA-Peptid-Konjugate.
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In Tabelle 4.8 sind die ermittelten Schmelztemperaturen der unmarkierten PNA-
Peptid-Konjugate sowie der verwendeten Konjugate zur Evaluation der sequenzinter-
nen Markierung aufgeführt. Die N -terminale Modifikation der unmarkierten PNA-
Peptid-Konjugate mit Aspartateinheiten bewirkte eine Stabilisierung der Haarna-
delstruktur um bis zu 7K (TM ,14=51 ◦C→ TM ,17=58 ◦C), deren Ursache bisher
ungeklärt blieb.
Tabelle 4.8: Übersicht der Schmelztemperaturen der unmarkierten und FAM/Dabcyl-
markierten PNA-Peptid-Konjugate.
Sequenz
TM [◦C]X PNAI PNA II
unmarkierte Sonden
(H-X-K-PNAI -Peptid-PNAII -K-G-NH2)
Peptid = PQpYEEIPI
14 -
gttg caac
51
15 D 55
16 DD 57
17 DDD 58
13 -
tttg caaa
27
18 DD 31
19 DDD 34
Peptid = TEGQpYQPQP
23
DD
gttg caac 58
24 tttg caaa 36
FAM/Dabcyl-markierte Sonden
(H-X-PNAI -PQpYEEIPI-PNAII -G-NH2)
34
DD
K(FAM)-gttg caac-K(Dabcyl) 69
35 gttg-K(FAM) K(Dabcyl)-caac 65
Bestimmung mittels thermischer Denaturierungsexperimente; Bedingungen: 12 bzw. 20-
95 ◦C, 260 nm, 140mM NaCl, 10mM Na2HPO4, 2mM KH2PO4, pH 7.4.
Die Einführung der Chromophore FAM und Dabcyl an den ε-Aminofunktionen
der Lysineinheiten resultierte in einer weiteren Stabilisierung der Haarnadelstruktur
um bis zu 12K (TM ,16=57 ◦C → TM ,34=69 ◦C), was mit der zusätzlichen π-π-
Wechselwirkung zwischen den Chromophoren zu erklären ist.
4.2.2 PNA-Peptid-Konjugate mit stamminterner Markierung
Die Analyse der PNA-Peptid-Konjugate mittels UV-Spektroskopie war im Falle der
IS-HPBs nicht umsetzbar, da die Pseudonukleobasen den hyperchromen Effekt ent-
schieden störten und somit keine sigmoidale Form der Schmelzkurven bei 260 nm
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erhalten werden konnte. Es wurden folglich die Schmelzkurven einer Verdünnungs-
reihe fluoreszenzspektroskopisch mithilfe der Pyrenemission bei einer Anregungswel-
lenlänge von 340 nm und einer Emissionswellenlänge von 400 nm (monomerbasierte
IS-HPBs) bzw. 480 nm (excimerbasierte IS-HPBs) aufgenommen. In Tabelle 4.9 ist
eine Auswahl an synthetisierten, SH2-spezifischen PNA-Peptid-Konjugate mit den
ermittelten Haarnadelstabilitäten aufgelistet. Eine Haarnadelstruktur konnte weder
für die trimeren, noch für die tetrameren PNA-Segmente erhalten werden. Die jewei-
ligen Kurvenverläufe wiesen eine abnehmende Fluoreszenzintensität mit steigender
Temperatur auf, was am Beispiel der Sonde 56 in Abbildung 4.13 a illustriert ist.
Erst die Verlängerung zu c·g-reichen, pentameren Sequenzen erzeugte einen stabi-
len PNA-Duplex. Die Schmelzkurven einer Verdünnungsreihe sind am Beispiel von
Sonde 62 in Abbildung 4.13 b dargestellt.
Tabelle 4.9: Schmelztemperaturen einer Auswahl an SH2-spezifischen PNA-Peptid-
Konjugaten.
Sequenz
TM [◦C](H-PNAI -PQpYEEIPI-PNAII -G-NH2)
PNAI PNA II
46 g-P2-S-g c-Q-S-c n.b.
47 g-P2-g c-Q-c n.b.
50 g-P4-g c-Q-c n.b.
53 g-P2-gg cc-Q-c n.b.
54 gg-P2-g c-Q-cc n.b.
55 gg-P4-g c-Q-cc n.b.
56 ga-P2-ag ct-Q-tc n.b.
57 ga-P4-ag ct-Q-tc n.b.
58 gg-P2-gg cc-Q-cc 41
59 cc-P2-cc gg-Q-gg 55
60 tg-P2-gg cc-Q-ca 29
61 tg-P4-gg cc-Q-ca 39
62 cca-P2-ac gt-Q-tgg 38
63 cca-S-P2-S-ac gt-Q-S-Q-tgg 36
64 cca-P4-ac gt-Q-tgg 51
65 acc-P4-ca tg-Q-ggt 56
66 cca-P2-S-P2-ac gt-S-Q-S-tgg 46
67 cca-P2-P2-ac gt-Q-tgg 35
68 ca-P2-P2-acc ggt-Q-tg 68
Bestimmung mittels thermischer Denaturierungsexperimente; n.b.=nicht be-
stimmbar; Bedingungen: 20-95 ◦C, 140mM NaCl, 10mM Na2HPO4, 2mM
KH2PO4, pH 7.4, λex=340 nm, λem,Monomer =400 nm, λem,Excimer =480 nm.
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Abbildung 4.13: Thermische Denaturierung eines unstrukturierten (56) und struktu-
rierten PNA-Peptid-Konjugats (62). (a) Temperaturabhängige Fluo-
reszenzintensität von Sonde 56 (2µM). (b) Normierte Schmelzkurven
und deren erste Ableitung einer Verdünnungsreihe von Sonde 62.
Der Nachweis einer intramolekularen Hybridisierung konnte durch die Überein-
stimmung der normierten Schmelzkurven und deren erster Ableitung erbracht wer-
den. Der Austausch eines c·g-Basenpaares gegen ein a·t-Basenpaar führte auch bei
den IS-HPBs zu einer deutlichen Destabilisierung der Haarnadelstruktur
(TM ,58=41 ◦C → TM ,60=29 ◦C). Die Flankierung der Pyreneinheit mit Pyrimi-
dinbasen bewirkte, im Vergleich zu dem Purinbasen, einen Anstieg der Haarnadel-
stabilität (TM ,58=41 ◦C → TM ,59=55 ◦C; TM ,64=51 ◦C → TM ,65= 56 ◦C).
Die Ursache lag vermutlich in der erhöhten π-π-Wechselwirkung des Pyrens mit
den Purinbasen des komplementären PNA-Segments, was die Hybridisierung beider
PNA-Segmente verstärkte. Der Einsatz eines längeren Linkers für die Anbindung der
Pyreneinheit bei Sonde 61 resultierte in einer um 10K erhöhten Duplexstabilität der
PNA-Stammregion gegenüber dem kürzeren Linker bei Sonde 60. Ein analoger Ef-
fekt war bei den Sonden 62 und 64 zu beobachten. Der Einbau einer zweiten Pyren-
einheit zog eine Destabilisierung der Haarnadelstruktur nach sich, was jedoch durch
die Einführung von Spacer -Einheiten kompensiert werden konnte (TM ,62=38 ◦C
↔ TM ,67=35 ◦C ↔ TM ,66=46 ◦C). Die Nukleobasensequenz der Stammregio-
nen war entscheidend für die Duplexstabilität der PNA-Stammregionen. Dies wird
nochmals anhand des Vergleichs der Sonde 67 (35 ◦C) mit Sonde 68 (68 ◦C) ver-
deutlicht. Allein die veränderte Positionierung eines c·g-Basenpaares führte zu einer
Stabilisierung um 33K.
Die MMP-7-spezifischen Sonden in Tabelle 4.10 wurden ausgehend von den
excimerbasierten SH2-spezifischen Sonden 66 (mit Spacer) und 67 (ohne Spacer)
konstruiert. Die N -terminale Modifikation X aus drei Aspartateinheiten und die
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Integration eines Linkers, wie Aminohexansäure (Ahex) und ß-Alanin, in die Se-
quenz veränderte signifikant die Haarnadelstabilität. Der Einbau der peptidflan-
kierenden Ahex- bzw. ßA-Einheiten zog eine Destabilisierung der doppelhelikalen
PNA-Stammregion nach sich, die durch die N -terminale Modifikation mit drei As-
partateinheiten mehr als ausgeglichen wurde (TM ,70=49 ◦C ↔ TM ,71=46 ◦C ↔
TM ,73=55 ◦C). Der Einbau von Spacer -Einheiten erhöhte die Haarnadelstabilität
(z. B. TM ,76=44 ◦C→ TM ,70=49 ◦C). Offensichtlich benötigten die Chromopho-
re einen größeren Raum, um eine starke Basenstapelwechselwirkung einzugehen.
Tabelle 4.10: Übersicht der Schmelztemperaturen der MMP-7-spezifischen IS-HPBs.
Sequenz
TM [
◦C](H-X-PNAI -RPLALWRS-PNAII -G-NH2)
X PNAI PNA II
70
- cca-P2-S-P2-ac
- -
gt-S-Q-S-tgg
49
71 -Ahex- -Ahex- 46
72 -ßA- -ßA- 46
73
DDD cca-P2-S-P2-ac
- -
gt-S-Q-S-tgg
55
74 -Ahex- -Ahex- 51
75 -ßA- -ßA- 55
76
- cca-P2-P2-ac
- -
gt-Q-tgg
44
77 -Ahex- -Ahex- 
78 -ßA- -ßA- 41
79
DDD cca-P2-P2-ac
- -
gt-Q-tgg
52
80 -Ahex- -Ahex- 50
81 -ßA- -ßA- 47
Bestimmung mittels thermischer Denaturierungsexperimente; Bedingungen: 20-95 ◦C,
10mM HEPES, 150mM NaCl, 5mM CaCl2, 0.05% (w/v) CHAPS, pH 7.4, λex=340 nm,
λem,Excimer =480 nm.  Konzentrationsabhängige Schmelzkurven deuten auf eine intermo-
lekulare Hybridisierung hin.
4.3 Expression und Isolierung der Src und
Lck SH2-Domäne
Die SH2-Domänen der Src- und Lck-Kinase wurden eigenständig als GST-Fusions-
proteine im gentechnischen Labor der Sicherheitsstufe 1 des Instituts mithilfe eines
kompetenten E. coli -Bakterienstamms exprimiert und mithilfe diverser Verfahren
isoliert. Die Konzentration der Proteinlösung wurde jeweils mit einem Mikrovolu-
menphotometer und literaturbekannten Extinktionskoeffizienten bei 280 nm
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(εGST−Src SH2= 54890M−1·cm−1, εGST−Lck SH2=54150M−1·cm−1) [180] ermittelt. Die
Reinheit des jeweiligen Expressionsansatzes wurde mithilfe der Polyacrylamidgel-
elektrophorese (PAGE) unter Verwendung von denaturierenden Bedingungen durch
den Zusatz von Sodiumdodecylsulfat (SDS) verifiziert (Abbildung 4.14).
(a) (b)
Abbildung 4.14: SDS-PAGE der gereinigten Fusionsproteine: (a) GST-Lck SH2 (40 kDa)
und (b) GST-Src SH2 (38 kDa). Bedingungen: 12 bzw. 10% Tris-Glycin-
Gel beladen mit verschiedenen Konzentrationen sowie einem Massen-
standard. Anfärbung mit Coomassie.
Um Artefakte durch verschiedene Salze während der ITC-Messungen zu ver-
meiden und eine Vergleichbarkeit erhaltener Werte zu erreichen, sollten die Prote-
indomänen Src und Lck SH2 in demselben Puffer vorliegen. Die Src SH2-Domäne
wurde zunächst im HEPES-Puffer (20mM HEPES, 100mM NaCl, 1mM EDTA,
1mM ß-ME, pH 7.5) isoliert. Es zeigte sich jedoch im Laufe der Messungen ei-
ne geringe Stabilität, die durch eine Präzipitation gekennzeichnet war, weshalb der
Puffer variiert wurde. Für die Lck SH2-Domäne wurde in Anlehnung an die Lite-
ratur ein MOPS-Puffer (20mM MOPS, 50mM NaCl, 1 mM EDTA, 1mM ß-ME,
pH 7.2) verwendet. [181] Wiederholte Versuche, die Src SH2-Domäne in diesen Puffer
zu überführen, scheiterten. Sobald eine Aufkonzentrierung erfolgte, war eine nahezu
quantitative Präzipitation des Proteins zu beobachten. Aus früheren Arbeiten aus
der Arbeitsgruppe Seitz war eine hohe Stabilität in einem Phosphat-Puffer (20mM
NaH2PO4, 100mM NaCl, 1mM EDTA, 1mM ß-ME, pH 7.4) bekannt.
[182] Somit
wurde ein weiterer Expressionsansatz der Src SH2-Domäne in Phosphat-Puffer iso-
liert. Beide SH2-Domänen weisen oxidationsempfindliche Aminosäuren im Bereich
der Bindungstasche auf, was den Einsatz einer reduzierenden Agenz unerlässlich
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machte. Dem Puffer wurde für die ITC-Untersuchungen ß-Mercaptoethanol (ß-ME)
zugesetzt, da dieses im Vergleich zu Dithiothreitol (DTT) eine kleinere Oxidati-
onsenthalpie aufweist. Der Beitrag der Oxidationswärme an der gemessenen Wärme
wurde somit im ITC-Experiment minimiert. Für die Verwendung in fluoreszenzspek-
troskopischen Untersuchungen wurden kleinere Expressionsansätze verwendet und
in den Puffern ß-ME, aufgrund seiner Toxizität, gegen DTT ausgetauscht.
Das Bindungsverhalten der isolierten Proteindomänen wurde anhand der KD-
Werte des Referenzpeptids FAM-GpYEEIA-NH2 eingeschätzt, die durch Messung
der Fluoreszenzanisotropie erhalten wurden (Abbildung 4.15). Für die Src SH2-
Abbildung 4.15: Bestimmung der KD-Werte des Referenzpeptids FAM-GpYEEIA-NH2
mit diversen, isolierten SH2-Domänen mittels Fluoreszenzanisotropie:
(a) mit verschieden alten Aliquoten von GST-Src SH2 in HEPES-Puffer,
(b) mit GST-Src SH2 in Phosphat-Puffer, (c) mit GST-Lck SH2 in
MOPS-Puffer. Die Proteinlösungen wurden bei 4 ◦C gelagert. Die Werte
entsprechen dem Mittelwert aus drei unabhängigen Messungen.
Domäne im HEPES-Puffer konnte ein KD-Wert von
127± 6 nM ermittelt werden, der somit kleiner als der bisher bekannte KD-Wert
von 240 nM war. [182] Jedoch wies die Proteindomäne bereits nach einem Tag mit
einer Lagertemperatur von 4 ◦C eine verringerte Affinität auf, wodurch jeden Mess-
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tag ein neues Aliquot verwendet werden musste. Der KD-Wert im Phosphat-Puffer
war mit 1359± 44 nM um eine Größenordnung schlechter als der im HEPES-Puffer,
was die Wichtigkeit der Pufferwahl noch einmal unterstreicht. Die Lck SH2-Domäne
im MOPS-Puffer zeigte mit einem KD-Wert von 43± 2 nM eine höhere Affinität
zum Referenzpeptid als die Src SH2-Domäne und war ebenfalls geringer der bisher
bekannte KD-Wert von 270 nM. [183]
Die beiden nah verwandten SH2-Domänen zeigten bereits bzgl. des Referenz-
peptids eine differenzierte Affinität. Vergleiche hinsichtlich der Selektivität, die sich
maßgeblich über die Affinität definiert, waren somit nicht möglich. Mit keinem
der durchgeführten Expressionsansätze konnte ein ähnliches Bindungsverhalten der
SH2-Domänen der Src und Lck-Kinase zu dem pYEEI-Motiv, das in der Literatur
beschrieben wurde, festgestellt werden. [184] Peptidische Verunreinigungen und Fehl-
faltungen, die zu verringerten Affinitäten beitragen, konnten mit der Durchführung
einer nativen Gelelektrophorese ausgeschlossen werden.
4.4 Erhöhung der Responsivität durch alternative
Markierung der PNA-Peptid-Konjugate
Für die Untersuchung von Proteinen mit peptidbasierten Sonden in homogener Lö-
sung wurden bisher in der Arbeitsgruppe von Prof. Seitz terminal markierte Hairpin
Peptide Beacons (HPBs) verwendet (Abbildung 4.16). Bei einem reversiblen Bin-
dungsvorgang, z. B. der Detektion von SH2-Domänen, konnten bisher nur geringe
Fluoreszenzanstiege von 1.3-3.3 unter Verwendung diverser Donor-Akzeptor-Paare,
deren Energieübertragung vorwiegend auf FRET basierte, erzielt werden. [183] Die
Abbildung 4.16: Funktionsprinzip von HPBs mit terminaler Fluoreszenzmarkierung.
D=Donor, A=Akzeptor.
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Dualmarkierung mit Pyren-Einheiten führte zu einer maximal 12.5-fachen Signal-
intensivierung, die auf einem Anstieg der Monomeremission infolge der Bindung
beruhte. [23] Diese Signalverstärkung liegt jedoch deutlich unter der, die mit haar-
nadelstrukturierten DNA-Sonden, den Molecular Beacons, in der Untersuchung von
Nukleinsäuren erhalten wurden, die sogar bis zu dreistellige Zahlenwerte aufwie-
sen. [2426] Die Signalgebung eines MBs basiert auf der Hybridisierung einer meist
15-20 Nukleotide langen Schleifensequenz mit der Ziel-DNA, wodurch ein eindeutig
strukturierter helikaler Duplex gebildet wird, der die Separierung der Signalmoleküle
forciert. Im Gegensatz dazu erfolgt bei der Assoziation einer peptidischen Sonde in
der Bindungstasche eines Proteins meist eine Wechselwirkung mit nur wenigen Ami-
nosäuren der Erkennungssequenz (vglw. Bindung an die SH2-Domäne, Abbildung
2.2). Die übrigen Aminosäuren sowie die PNA-Segmente im Fall der PNA-Peptid-
Konjugate weisen eine hohe Flexibilität auf, wodurch keine vollständige Separierung
bei der bisherigen terminalen Markierung gewährleistet ist (Abbildung 4.16). Es
kann somit auch im proteingebundenen Zustand zu einer Annäherung und einem
effizienten Energietransfer zwischen den Signalmolekülen kommen, was die Signalge-
bung negativ beeinflusst und zu einer deutlichen Reduktion der Responsivität führt.
Eine Verbesserung könnte durch die Einschränkung der Flexibilität und daraus resul-
tierenden Forcierung eines festen Donor-Akzeptor-Abstands im proteingebundenen
Zustand erreicht werden.
4.4.1 Sequenzinterne Fluoreszenzmarkierung
Die Fixierung des Donor-Akzeptor-Abstands im proteingebundenen Zustand sollte
in einem Teilprojekt dieser Arbeit durch die sequenzinterne Markierung mit Chro-
mophoren umgesetzt werden (Abbildung 4.17). Die Anbringung der Signalmolekü-
le flankierend zur Erkennungssequenz und folglich in unmittelbarer Nähe zur Bin-
dungstasche sollte zur Einschränkung der Flexibilität führen und somit durch ei-
Abbildung 4.17: Funktionsprinzip von HPBs mit sequenzinterner Fluoreszenzmarkie-
rung. D=Donor, A=Akzeptor.
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ne verringerte Effizienz des Energietransfers im geöffneten Zustand gekennzeichnet
sein. Diesem neuen Sondendesign sollten die bisher verwendeten terminal markier-
ten HPBs und die dualmarkierten Peptide gegenübergestellt werden. Die Unter-
suchung der verschiedenen Sondentypen erfolgte ausgehend von der Peptidsequenz
PQpYEEIPI, die spezifisch von den SH2-Domänen der Src- und Lck-Kinase gebun-
den wird. Diese Erkennungssequenz wurde im Falle der HPBs mit flankierenden,
komplementären PNA-Segmenten versehen, die die quantitative Bildung einer Haar-
nadelstruktur gewährleisteten und deren Synthese im Kapitel 4.1.2 beschrieben wur-
de. Als Fluoreszenzdonor fungierte FAM (5(6)-Carboxyfluorescein), das sich durch
einen hohen Extinktionskoeffizienten (ε492nm=78000M−1· cm−1) und eine Anreg-
barkeit im sichtbaren Wellenlängenbereich (λex≈ 485 nm) auszeichnet. Der Energie-
transfermechanismus des Akzeptormoleküls sollte stark distanzabhängig sein, um
einen maximalen Effekt in der Signalgebung während des Bindungsvorgangs zum
Protein zu erzielen. Aufgrund dessen wurde die Dabcyl-Gruppe als Fluoreszenzak-
zeptor verwendet, deren Löschmechanismus bei kurzen Abständen auf eine effiziente
Stoßdeaktivierung beruht und bei größeren Abständen in einen FRET (Förster-
Radius R0=46Å) übergeht. [185] Die Proteinbindung sollte folglich durch einen An-
stieg der FAM-Emission bei λem≈ 520 nm gekennzeichnet sein.
Die Sonden 34, 35 und 36 wurden auf ihre Hintergrundfluoreszenz F0 und den
Signalanstieg F/F0 bei der Bindung an die SH2-Domänen untersucht. Dafür wurden
die Sonden jeweils in einer 2µM Konzentration in einem Phosphat-Puffer (20mM
NaH2PO4, 100mM NaCl, 2mM DTT, pH 7.4) eingesetzt und mit einer Lösung
der Src oder Lck SH2-Domäne bis zu einem maximalen Signalanstieg titriert. Die
nach einer Anregung bei 485 nm aufgezeichneten Fluoreszenzspektren ohne Prote-
inzusatz zeigten erwartungsgemäß eine kleinere Signalintensität der terminal (34)
und sequenzintern markierten Sonden (35) gegenüber der Peptidsonde 36 (Abbil-
dung 4.18 a). Durch die Strukturierung wurde die Proximität zwischen Fluorophor
und Quencher erhöht und somit die Effizienz des Energietransfers gesteigert, was
zu kleineren Hintergrundfluoreszenzen führte. Die Löschung der FAM-Emission im
freien Zustand war bei der sequenzinternen Markierung um ein Vielfaches größer,
was auf einen kleineren Abstand zwischen Fluorophor und Quencher schließen lässt.
Unerwartet waren jedoch die für die Emissionswellenlänge λem=520 nm ermittelten
Signalanstiege F/F0 bei der Sättigung mit der Src SH2-Domäne (Abbildung 4.18 b).
Entgegen der Annahme und trotz des hohen F0-Wertes wies die Peptidsonde 36
mit einer 3.4-fachen Signalverstärkung den größten Wert auf. Die Fluoreszenzinten-
sität der Sonde 35 mit sequenzinterner Markierung im proteingebundenen Zustand
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Abbildung 4.18: Vergleich der fluoreszenzspektroskopischen Eigenschaften der verschie-
denen Sondentypen. (a) Fluoreszenzspektren ohne Proteinzugabe.
(b) Signalanstiege bei λem=520 nm nach Titration mit 50µM Src SH2
bzw. 20µM LckSH2. Bedingungen: 2µM Sonde, 20mM NaH2PO4,
100mM NaCl, 2mM DTT, pH 7.4, λex=485 nm.
war trotz analogen Abstandes zwischen Fluorophor und Quencher deutlich kleiner
als die der Peptidsonde 36 (F520nm,35=14 ↔ F520nm,36=121). Eine Ursache ist
wahrscheinlich der löschende Effekt der zum Fluorophor benachbarten Guaninba-
se, [186,187] der bei der Peptidsonde nicht vorliegt. Dieser Nachteil der hier verwende-
ten, fluoreszenzmarkierten PNA-Peptid-Konjugate kann durch den Einsatz alternati-
ver Fluorophore eliminiert werden. Des Weiteren haben die zum Fluorophor benach-
barten Nukleobasen einen immensen Einfluss auf die Signalintensität der Fluoropho-
remission, was noch ausführlicher in dem Kapitel 4.4.3 diskutiert wird. Die generell
geringen Signalverstärkungen bei der Detektion der SH2-Domänen sind vermutlich
darauf zurückzuführen, dass der aus einer gestreckten Peptidstruktur mithilfe des
Programms ChemBioDraw ermittelte, räumliche Abstand zwischen Fluorophor und
Quencher im Fall der Sonden 35 und 36 bei ca. 25Å liegt und somit weiterhin
ein FRET stattfinden kann. Die Distanzunterschiede zwischen den interagierenden
Chromophoren war bei den verwendeten Sonden nicht groß genug, um den ver-
muteten Vorteil der sequenzinternen Markierung zu bekräftigen. Es konnte durch
die sequenzinterne Markierung nur eine geringfügig höhere Sensitivität als mit der
bisherigen terminalen erzeugt werden. Die Markierung mit auf FRET-basierenden
Systemen scheint prinzipiell nicht ratsam für die Anwendung in der Proteindetek-
tion, da mit den zumeist kurzen peptidischen Erkennungssequenzen (8-15 Amino-
säuren) keine ausreichend großen Abstände erzielt werden können, die einen FRET
und somit eine Signalreduktion im gebundenen Zustand ausschließen. Auch die Ver-
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wendung von alternativen Löschmechanismen, wie der Stoßdeaktivierung, Bildung
von H-Dimeren oder PET bergen Nachteile. Die Emission von häufig verwendeten
Xanthen-Farbstoffen und deren Derivate, den Alexa-Fluorophoren, kann durch Ami-
nosäuren, wie Tryptophan, Tyrosin, Histidin und Methionin, der Proteinoberfläche
im gebundenen Zustand gelöscht werden. [125]
4.4.2 Konzept der stamminternen Fluoreszenzmarkierung
Ein alternativer Ansatz zur Verbesserung der Signalgebung wurde mit der stammin-
ternen Fluoreszenzmarkierung verfolgt. Von den DNA-basierten Haarnadelstruktu-
ren war bekannt, dass eine effiziente Signalgebung durch den Einbau eines Fluoro-
phor-Quencher-Paares in die Stammregion möglich ist. [175,188,189] Die verwendeten
Chromophore fungierten als Nukleobasen und waren in der Lage an der Basensta-
pelwechselwirkung teilzunehmen. Dieses Konzept wurde auf peptidbasierte Haar-
nadelstrukturen übertragen, wodurch ein neues Sondendesign mit stamminterner
Markierung, der In-Stem Hairpin Peptide Beacon (IS-HPB), für die Proteindetek-
tion generiert wurde (Abbildung 4.19).
Abbildung 4.19: Funktionsprinzip der IS-HPBs bei der Bindung an ein Zielmolekül am
Beispiel eines excimerbasierten IS-HPBs.
Bei Studien der thermischen Stabilität von PNA-DNA-Duplexen hat sich her-
ausgestellt, dass die Substitution einer Nukleobase durch einen polyzyklischen, aro-
matischen Kohlenwasserstoff zu minimalen Veränderungen der helikalen Stabilität
führte. [190] Der Einbau von fluoreszenten und löschenden Pseudonukleobasen in die
Stammregion der PNA-Peptid-Konjugate sollte somit einen effizienten Energieüber-
tragung aufgrund der erzwungenen Nähe im geschlossenen Zustand ermöglichen und
dadurch maßgeblich die Responsivität durch ein niedriges Hintergrundsignal erhö-
hen. Bei der Präsenz des Zielproteins sollte eine Öffnung der Haarnadelstruktur
erfolgen, was mit einer Separierung der Fluorophor- und Quenchereinheiten einher-
geht und einen Signalanstieg der Monomer- bzw. Excimeremission zur Folge hat. Es
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wurde Pyren als Fluorophoreinheit eingesetzt, da es die Möglichkeit offerierte neben
monomer- auch excimerbasierte Strukturen aufzubauen, die sich durch eine große
Stokes-Verschiebung (∼ 140 nm) und eine lange Fluoreszenzlebensdauer (∼ 40-60 ns)
auszeichnen. Anthrachinon stellte sich bei Studien mit DNA-basierten Sonden als
wirkungsvollster Quencher heraus und wurde daher in diesen Untersuchungen eben-
falls herangezogen. [175]
Im Rahmen dieser Arbeit wurden die IS-HPBs ausgehend von zwei zentralen
Peptidsegmenten aufgebaut, die spezifisch von den in Tabelle 4.11 aufgeführten Pro-
teinen erkannt werden. Deren Synthese und Charakterisierung ist im Einzelnen in
den Kapiteln 4.1.4 und 4.2.2 geschildert.
Tabelle 4.11: Verwendete Erkennungssequenzen und deren Zielproteine.
Erkennungssequenz Zielprotein
PQpYEEIPI Src und Lck SH2-Domäne
RPLALWRS MMP-7
4.4.3 Optimierung der fluoreszenzspektroskopischen
Eigenschaften der IS-HPBs
Die Verbesserung der fluoreszenzspektroskopischen Eigenschaften der IS-HPBs wur-
de unter Verwendung der SH2-spezifischen PNA-Peptid-Konjugate durchgeführt.
Eine nutzbare Sonde sollte sowohl eine minimale Hintergrundfluoreszenz F0 im ge-
schlossenen Zustand, als auch ein maximales Fluoreszenzsignal im proteingebunde-
nen bzw. prozessierten Zustand besitzen, da dadurch eine hohe Responsivität, wie
auch Sensitivität, bei der Proteindetektion gewährleistet ist.
Der F0-Wert korrelierte sowohl bei den monomer-, als auch bei den excimerba-
sierten IS-HPBs mit der thermischen Stabilität der doppelhelikalen PNA-Stamm-
region (Abbildung 4.20). Je höher die Schmelztemperatur des IS-HPBs war, desto
kleinere Fluoreszenzintensitäten wurden in Abwesenheit der Proteindomäne gemes-
sen. Die Basenstapelung in der Stammregion führte offensichtlich zu einem effizien-
ten Löschprozess, dessen Ausprägung sich mit der Erhöhung der Duplexstabilität
verstärkte. Die Hintergundfluoreszenz F0 wurde zusätzlich durch die Wahl der zu
den interagierenden Chromophoren benachbarten Basenpaare beeinflusst. So zeig-
te Sonde 62, trotz vergleichbarer Haarnadelstabilität zu Sonde 58, eine deutlich
höhere Hintergrundfluoreszenz (F0,62=30.8 ↔ F0,58=7.5). Die Ursachen lagen
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Abbildung 4.20: Hintergrundfluoreszenzen & Schmelztemperaturen einiger monomer-
und excimerbasierten IS-HPBs. F0-Werte entsprechen der Intensität
bei 400 nm (monomerbasiert) bzw. 480 nm (excimerbasiert) einer 1µM
Sonde. Illustriert sind jeweils die Stammregionen der IS-HPBs. P2,
P4=Fluorophor, Q=Quencher, S=Spacer. Peptid = PQpYEEIPI.
vermutlich in der erhöhten Flexibilität im Bereich der Chromophor-Basenpaarung
aufgrund der flankierenden a·t-Basenpaare und in dem bereits zuvor erwähnten,
zusätzlichen Löscheffekt der zum Fluorophor benachbarten Guanin-Basen in Son-
de 58. Der Einbau einer zweiten Quenchereinheit in Sonde 63 führte zu keiner
weiteren signifikanten Reduktion der Hintergrundfluoreszenz, obwohl aus Studien
mit DNA-basierten Sonden ein positiver Effekt beim Einsatz mehrerer Quencher-
moleküle beschrieben wurde. [24] Wahrscheinlich wurde eine erhöhte Löscheffizienz
durch den Einbau von Spacer -Einheiten wieder aufgehoben. Die Signalintensität
der Excimeremission war kleiner als die der bauähnlichen, monomerbasierten IS-
HPBs (F0,62=30.8 ↔ F0,67=22.9). Die Fluoreszenzspektren der excimerbasier-
ten IS-HPBs waren stets durch zusätzliche Monomerbanden bei 380 und 400 nm
gekennzeichnet, die auf eine nicht quantitative Excimerbildung hindeuten.
Die prinzipielle Notwendigkeit des Quenchermoleküls wurde am Beispiel von
Sonde 65 nachgewiesen (Abbildung 4.21). Als Nebenprodukt in dessen Synthese
wurde das Oligomer 83 ohne Quenchereinheit isoliert, dessen sekundäre Amino-
funktion acetyliert war und somit einer Spacer -Einheit entsprach. Der Vergleich der
Fluoreszenzspektren ohne Proteinzusatz offenbarte eine Signalreduktion der Hinter-
grundfluoreszenz um 88% bei 400 nm durch den Einsatz eines Quenchers. Für eine
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Abbildung 4.21: Nachweis der Notwendigkeit des Quenchermoleküls. Fluoreszenzspek-
tren der Sonden 65 und 83. Bedingungen: 1µM Sonde, 20mM
NaH2PO4, 100mM NaCl, 2mM DTT, pH 7.4, λex=340 nm.
effiziente Löschung im geschlossenen Zustand waren die umgebenden Nukleobasen
unzureichend und die Verwendung eines Quenchers somit unabdingbar.
Neben dem optimierten F0-Wert war die Signalintensität der Pyrenemission
im geöffneten Zustand entscheidend für die Sensitivität der jeweiligen Sonde. An-
hand der unstrukturierten, monomerbasierten PNA-Peptid-Konjugate konnte der
Einfluss der zum Fluorophor benachbarten Nukleobasen auf die Signalintensität im
geöffneten Zustand ermittelt werden. Diese Sonden lagen vermutlich als random coil
vor, in dem die Fluorophor-Quencher-Interaktion nicht durch Hybridisierung forciert
wurde und somit der Löschprozess als ineffizient angenommen werden konnte. Die
Fluoreszenzintensität wurde folglich maßgeblich durch die unmittelbare Sequenzum-
gebung bestimmt. Die untersuchten Sonden wiesen die höchste Signalintensität bei
benachbarten a-Monomeren auf (F0,56=311.8; F0,57=143.6) (Abbildung 4.22 a).
Die Fluoreszenzspektren der P4-markierten Sonden ohne Proteinzusatz sind im
Einzelnen in Abbildung 4.22 b dargestellt. Durch die Flankierung des Fluorophors
mit g-Monomeren erfolgte eine deutliche Reduktion der Signalintensität um 74%
(P2: 56→47) bzw. 42% (P4: 57→50). Der Austausch nur einer Guanin- gegen
eine Thymin-Base führte zu einem weiteren Signalverlust von 82% der verbliebenen
Emission. Die Pyrenemission wurde am stärksten durch zwei benachbarte Thymin-
Basen gelöscht. Die Sonden 49 und 52 konnten nur noch geringfügig vom Puffersi-
gnal unterschieden werden. Die P2-markierte Sonde 56 hatte im Vergleich zu der
analogen P4-markierten Sonde 57 ein doppelt so hohes Emissionssignal, wodurch
sich die kürzere Linkerlänge bei der Einführung des Fluorophors als gewinnbringen-
der für die Entwicklung einer sensitiven Sonde erwies.
Die Resultate dieser Voruntersuchungen erlaubten eine Einschätzung der geeig-
neten Sequenzumgebung für das Fluorophor Pyren. Es müssten somit die monomer-
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Abbildung 4.22: Einfluss der zum Fluorophor benachbarten PNA-Monomere auf
die Emission. (a) Signalintensität der unstrukturierten PNA-Peptid-
Konjugate bei 400 nm. (b) Fluoreszenzspektren von P4-markierten
Sonden. Angegeben ist jeweils das N -terminale PNA-Segment II. Be-
dingungen: 2µM Sonde, 20mM NaH2PO4, 100mM NaCl, pH 7.4,
λex=340 nm.
basierten Sonden 59 und 64 sowie die excimerbasierte Sonde 68 die beste Respon-
sivität bei der Detektion der SH2-Domänen aufweisen. Zu beachten ist jedoch, dass
sich die Signalintensität bei der Bindung an ein Protein deutlich unterscheiden kann,
da die Sonde dann in gestreckter Form vorliegt und zusätzliche Einflüsse, wie die
unmittelbare Nähe zur Proteinoberfläche, eine Signalreduktion verursachen können.
4.4.4 Detektion von SH2-Proteindomänen mit IS-HPBs
Um die sensitivsten Sonden für die Detektion der SH2-Domänen zu identifizieren,
wurde zunächst deren Responsivität bestimmt, die durch die Höhe des maxima-
len Signalanstiegs F/F0 bei Zugabe der Proteindomäne definiert wurde. Zu diesem
Zweck wurde eine Stammlösung der Src bzw. Lck SH2-Domäne zu einer 1µM Lö-
sung der SH2-spezifischen Sonden manuell titriert und die Emission spektroskopisch
bei einer Anregungswellenlänge von 340 nm verfolgt. Exemplarisch für die monomer-
basierten IS-HPBs sind die Spektren der verschiedenen Proteinkonzentrationen mit
der Sonde 62 in Abbildung 4.23 a dargestellt. Die Titration eines excimerbasierten
IS-HPBs ist am Beispiel von Sonde 66 in Abbildung 4.23 b illustriert. Sämtliche
Emissionsspektren weisen die für Pyren charakteristischen Monomerbanden bei 380
und 400 nm auf. Bei der Sonde 66 ist eine zusätzliche Excimerbande bei ca. 480 nm
erkennbar. Durch erhöhte Konzentrationen an Proteindomäne resultierte ein Anstieg
der Pyrenemission bis eine Sättigung mit maximaler Signalintensität erreicht wurde,
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Abbildung 4.23: Detektion der Src SH2-Domäne. Fluoreszenzspektren der Titration von
Sonde (a) 62 und (b) 66mit Src SH2. Bedingungen: 1µM Sonde, 20mM
NaH2PO4, 100mM NaCl, 2mM DTT, pH 7.4, λex=340 nm.
was als eine quantitative Bindung bzw. Öffnung des jeweiligen IS-HPBs interpretiert
wurde. Die Ergebnisse der Titration der untersuchten IS-HPBs mit jeweils der Src
oder Lck SH2-Domäne sind in Abbildung 4.24 zusammengefasst. Die aufgetragenen
Signalanstiege F/F0 entsprechen dem Quotienten aus der Fluoreszenzintensität bei
einer Emissionswellenlänge von 400 nm (monomerbasiert) bzw. 480 nm (excimerba-
siert) bei dem maximalen Signal und der Fluoreszenzintensität ohne Proteinzusatz.
Die Responsivität der IS-HPBs war mit der Lck SH2-Domäne in der Regel höher
Abbildung 4.24: Signalanstiege bei der Detektion von SH2-Domänen. Src SH2 (schwarz)
& Lck SH2-Domäne (grau). Bedingungen: 1µM Sonde, 20mM
NaH2PO4, 100mM NaCl, 2mM DTT, pH 7.4, λex=340 nm,
λem,Monomer =400 nm, λem,Excimer =480 nm. Illustriert sind jeweils die
Stammregionen der IS-HPBs. Peptid = PQpYEEIPI.
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als mit der Src SH2-Domäne. Die monomerbasierten Sonden 59 und 64 sowie die
excimerbasierte Sonde 68, die in den Voruntersuchungen, aufgrund ihrer minimalen
Hintergrundfluoreszenz und der geringen Löschung der Pyrenemission durch flan-
kierende Nukleobasen, als potente Werkzeuge für die Proteindetektion erschienen,
zeigten nicht die erwarteten maximalen Fluoreszenzanstiege. Im Gegenteil, es zeigte
sich, dass je stabiler die Haarnadelstruktur war, desto kleiner wurde der maximale
Fluoreszenzanstieg (Abbildung 4.25). In Analogie zu den terminal markierten HPBs
Abbildung 4.25: Korrelation der Signalanstiege (rot) und KD-Werte (schwarz) mit
Src SH2 mit der Schmelztemperatur (blau) einer Auswahl an mono-
merbasierten IS-HPBs. Illustriert sind jeweils die Stammregionen der
IS-HPBs. Peptid = PQpYEEIPI.
fand vermutlich trotz verminderter Bewegungsfreiheit eine erneute Annäherung der
Chromophore und somit ein Energietransfer im proteingebundenen Zustand statt,
was zu einer verminderten Responsivität führte. Die Ursache der außerordentlich
hohen Responsivität der Peptidsonde 69 bei der Detektion der Src SH2-Domäne
konnte bisher nicht geklärt werden. Wie aus den Voruntersuchungen vermutet, wie-
sen die P4-markierten IS-HPBs geringere Signalanstiege auf als die entsprechenden
P2-markierten IS-HPBs. So konnte bspw. mit der Sonde 62 ein Signalanstieg von
5.5 bei der Titration mit Lck SH2 erzielt werden, wohingegen mit der Sonde 64 nur
ein 3.0-facher Anstieg möglich war. Dieses Ergebnis war mit der höheren Flexibili-
tät des längeren Linkers zu erklären, der die Wahrscheinlichkeit einer Annäherung
zur Quenchereinheit im proteingebundenen Zustand erhöht. Infolgedessen wurden,
unter Einbeziehung der aufwändigeren Synthese, die P4-markierten Sonden von
einer weiteren Untersuchung ausgeschlossen. Die Excimerbildung wurde offensicht-
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lich im offenen Zustand gestört, wodurch die im Vergleich zu den monomerbasier-
ten IS-HPBs kleineren Signalanstiege erklärt werden können. Die excimerbasierten
IS-HPBs wurden trotz alledem aufgrund ihrer herausragenden Eigenschaften, der
großen Stokes-Verschiebung und der langen Lebensdauer der Excimeremission, in
fortführenden Untersuchungen mit einbezogen.
Ein weiterer Parameter, der eine gute Sonde auszeichnet, ist eine hohe Affinität
zu dem Targetprotein, da dadurch die Wahrscheinlichkeit der Detektion gerings-
ter Mengen erhöht wird. Je kleiner der KD-Wert einer Sonde, desto sensitiver ist
sie im Vergleich zu anderen Sonden ähnlicher Responsivität. Aus der Auftragung
der Fluoreszenzintensität bei 400 bzw. 480 nm gegen die Konzentration an zuge-
setzter Proteindomäne wurde eine Sättigungskurve erhalten und mittels nichtlinea-
rer Regression nach Gleichung 6.4 (Kapitel 6.4) der KD-Wert der entsprechenden
Sonde bzgl. einer Proteindomäne ermittelt. Die Bindungsisothermen sowie die re-
sultierenden KD-Werte einer Auswahl an Sonden mit den höchsten Affinitäten sind
in Abbildung 4.26 dargestellt. Die monomerbasierten IS-HPBs 62 und 63 wiesen
Abbildung 4.26: Bindungsisothermen und resultierende KD-Werte einiger (a) monomer-
und (b) excimerbasierter IS-HPBs. Einzeldaten wurden aus den Titra-
tionsexperimenten mit der jeweiligen SH2-Domäne erhalten.
sogar höhere Affinitäten zur Proteindomäne als die Peptidsonde 69 auf. Möglicher-
weise findet zwischen den PNA-Segmenten und der Proteindomäne eine zusätzliche
Wechselwirkung statt, die die Bindung der PNA-Peptid-Konjugate verstärkt. Die
Bindungsdissoziationskonstanten der Lck SH2-Domäne waren im Schnitt kleiner als
die der Src SH2-Domäne, was am Beispiel von Sonde 66 in Abbildung 4.26 b illus-
triert ist. Dies ließ jedoch keinen Rückschluss darauf zu, dass Sonde 66 zwischen
beiden SH2-Domänen diskriminieren kann, da die in dieser Arbeit isolierten SH2-
Domänen bereits um mehr als eine Größenordnung verschiedene KD-Werte mit dem
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Referenzpeptid FAM-GpYEEIA-NH2 aufwiesen (siehe Kapitel 4.3, Abbildung 4.15).
Der Zusammenhang der KD-Werte und Signalanstiege F/F0 bei der Titration
mit Src SH2 mit den Schmelztemperaturen TM einer Auswahl an monomerbasierten
IS-HPBs ist in Abbildung 4.25 graphisch ersichtlich. Bei Betrachtung der Ergebnisse
der P2-markierten, pentameren IS-HPBs ging eine erhöhte Haarnadelstabilität mit
einer verringerten Responsivität und einer schlechteren Affinität einher.
Unter Berücksichtigung der bisherigen Ergebnisse erschienen die monomerba-
sierten Sonden 62 und 63 als die geeignetsten Werkzeuge für die Detektion der
SH2-Domänen. Jedoch konnte der Signalanstieg der Peptidsonde 69 im Wert von
52.8 unter Verwendung der IS-HPBs nicht erreicht werden. Um einen Löschme-
chanismus im proteingebundenen Zustand auszuschließen, sollte eine enzymatische
Spaltung der Sonden vorgenommen werden. Die Spaltprodukte diffundieren nach
der Prozessierung vom Zielmolekül in die Lösung. Die Pyrenemission sollte somit
keiner weiteren Löschung durch das Protein oder dem nah lokalisierten C -terminalen
PNA-Segment unterliegen.
Enzymatische Spaltung der IS-HPBs zur Ermittelung des maximalen
Fluoreszenzanstiegs
Die maximalen Signalanstiege bei der Titration der SH2-Domänen mit den besten
IS-HPBs lagen bei 6.3 (63, Src) und 6.9 (60, Lck). Es wurde vermutet, dass im pro-
teingebundenen Zustand eine Löschung der Pyrenemission durch Elektronentrans-
ferprozesse mit dem Quenchermolekül infolge der Annäherung der PNA-Segmente
I und II erfolgte, die zu einer geringen Responsivität führten. Um den maxima-
len Fluoreszenzanstieg der IS-HPBs zu ermitteln, sollten die Sonden innerhalb des
Peptidsegments enzymatisch gespalten werden. Durch die Inkubation mit der alkali-
schen Phosphatase (CIP) sollte das Phosphotyrosin der Peptidsequenz in ein Tyrosin
transferiert und somit eine Schnittstelle für die Serinprotease Chymotrypsin, die das
PNA-Peptid-Konjugat C -terminal zum Tyrosin enzymatisch spaltet, generiert wer-
den (Abbildung 4.27). Die intermolekulare Hybridisierung der resultierenden kurz-
en PNA-Segmente ist ein energetisch nicht favorisierter Prozess und gewährleistet
somit die quantitative Separierung der Fluorophoreinheit in PNA I von der Quen-
chereinheit in PNA II. Dies konnte mithilfe thermischer Denaturierungsexperimente
verifiziert werden (Abbildung 4.32 a). In ersten Experimenten zeigte sich jedoch,
dass bereits bei der Inkubation mit CIP eine quantitative Spaltung erfolgte. Offen-
sichtlich enthielt die aus dem Kälberdarm isolierte Phosphatase eine proteolytische
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Abbildung 4.27: Konzept der enzymatischen Spaltungsexperimente zur Feststellung der
maximalen Fluoreszenzanstiege. CIP=alkalische Phosphatase.
Verunreinigung, die die Sonden über einen langen Zeitraum von bis zu 24 h vollstän-
dig spaltete, was zu einer Dehybridisierung der PNA-Stammregion und einem An-
stieg des Emissionssignals führte. Diese unspezifische Spaltung wurde zur Einschät-
zung der maximalen Signalverstärkung der IS-HPBs verwendet. Die Proben wurden
dabei in einer 1µM Konzentration in Tris-Puffer (20mM Tris-Cl, 1mM MgCl2, pH
8.0) bei 37 ◦C in einer Küvette vorgelegt und nach einer Äquilibrierungszeit von
10min mit 0.7U CIP versetzt. Die zeitliche Veränderung der Fluoreszenzsignale bei
400 bzw. 480 nm wurde bis zu 18 h lang aufgenommen (Abbildung 4.28 a). Neben
den kinetischen Experimenten wurden zusätzlich Spektren einer Probenlösung vor
der Zugabe von CIP und nach 24-stündiger Inkubation bei 37 ◦C bei einer Messtem-
peratur von 25 ◦C aufgenommen. Diese Methode sollte den Einfluss der Tempera-
tur auf die Signalintensität minimieren. Bei der Prozessierung durch eine Protease
wurden wesentlich höhere Fluoreszenzanstiege erzielt als durch die Bindung an ei-
ne SH2-Domäne. Der maximale Fluoreszenzanstieg konnte bspw. bei der Sonde 66
von 2.4 (Öffnung nach Sättigung mit Src SH2) auf 42.7 (enzymatische Spaltung bei
der Behandlung mit CIP) gesteigert werden (Abbildung 4.28 b). Die Signalanstiege
der PNA-Peptid-Konjugate, die über das Verhältnis von F0min zu F24h der spek-
tralen Fluoreszenzintensität bei einer Wellenlänge von 400 nm bzw. 480 nm ermit-
telt wurden, waren deutlich höher als die aus den kinetischen Messungen aufgrund
der verminderten Messtemperatur (66: F/F0, Spektren=42.7 ↔ F/F0,Kinetik=20.3)
(Abbildung 4.28 b). Die entschieden größeren Signalsteigerungen bei der enzymati-
schen Spaltung unterstützten die Hypothese, dass die Fluorophoremission im pro-
teingebundenen Zustand weiterhin gelöscht wurde. Die Spaltung der PNA-Peptid-
Konjugate und anschließende Separierung der PNA-Segmente I und II erfolgte dabei
wesentlich langsamer als die der Peptidsonde 69. Des Weiteren ist zu bemerken, dass
die Peptidsonde 69, im Vergleich zu den PNA-Peptid-Konjugaten, in der spektralen
Analyse der Spaltungsexperimente eine geringere Responsivität aufwies. Der qua-
litative Nachweis der quantitativen Spaltung des Peptidsegments der PNA-Peptid-
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Abbildung 4.28: Enzymatische Spaltung bei Behandlung mit CIP. (a) Relative Än-
derung des Fluoreszenzsignals bei 37 ◦C nach Zugabe von CIP.
λex=340 nm, λem, wenn *=400 nm (Monomer), sonst λem=480 nm
(Excimer). (b) Vergleich der ermittelten Signalanstiege der Kinetik
(37 ◦C) & Spektren (25 ◦C). (c) MALDI-MS-Spektrum der mit CIP
für 16 h inkubierten Lösung von Sonde 62. Bedingungen: 1µM Son-
de, 0.7U CIP, 20mM Tris-Cl, 1mM MgCl2, pH 8.0, 0.1% (w/v) BSA.
Angegebene Zahlenwerte in g·mol−1.
Konjugate durch die Protease wurde jeweils durch Analyse der Inkubationslösungen
mittels MALDI-MS erbracht. Das in Abbildung 4.28 c beispielhaft dargestellte Mas-
senspektrum der Sonde 62 zeigt, dass das PNA-Peptid-Konjugat sowohl N - als auch
C -terminal des Tyrosins, nach erfolgter Dephosphorylierung, hydrolytisch gespalten
wurde. Aufgrund der identifizierten Massensignale handelte es sich vermutlich bei
der proteolytischen Verunreinigung zum einen um die Serinprotease Chymotrypsin,
die die Spaltung C -terminal zum Tyrosin vornahm. Zum anderen schien eine N -
terminale Exopeptidase, wie die Tyrosin-Aminopeptidase, präsent gewesen zu sein,
die zum detektiertem C -terminalen Fragment mit der Masse 2396 g·mol−1 führte.
Beide Enzyme sind u. a. im Darm lokalisiert.
Résumé der SH2-spezifischen IS-HPBs
Auf Basis der Variation der Sequenzumgebung und -länge sowie der Verwendung
alternativer Linkerlängen zur Fluorophoranbindung wurde der optimale Aufbau der
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IS-HPBs mit Pyren und Anthrachinon als Pseudonukleobasen erfolgreich ermittelt.
Niedrige Hintergrundfluoreszenzen wurden durch erhöhte Haarnadelstabilitäten er-
reicht (Abbildung 4.20). Jedoch wirkte dies sich negativ auf die Responsivität bei
der Bindung an die SH2-Domänen aus (Abbildung 4.25). Die Ursache blieb bisher
ungeklärt. Jedoch wird vermutet, dass eine sequenzspezifische Wechselwirkung der
PNA-Segmente mit der Proteindomäne stattfand, wie es für die Src SH2-Domäne
bereits beschrieben wurde, [173] die zu einer verschieden ausgeprägten Löschung der
Fluoreszenzintensität im gebundenen Zustand führte. Die Verwendung eines län-
geren Linkers für die Fluorophoranbindung resultierte zwar in einer verringerten
Hintergrundfluoreszenz, jedoch nur in einer geringen Signalverstärkung. Die größ-
ten Signalanstiege (z. B. 6.9-fach mit 60 und Lck SH2) wurden mit PNA-Peptid-
Konjugaten mit einer Schmelztemperatur von TM =36-38◦C erreicht, die im Mit-
telfeld der untersuchten IS-HPBs bezogen auf ihre Hintergrundfluoreszenz und Sta-
bilität der PNA-Stammregion lagen. Die Detektion der Src und Lck SH2-Domäne
mithilfe der SH2-spezifischen IS-HPBs konnte mit einer Affinität im einstelligen µM-
Bereich, jedoch mit einem geringen Signal/Hintergrund-Verhältnis, realisiert werden
(Abbildung 4.24, 4.26). Eine Wechselwirkung der PNA-Segmente I und II, unter-
einander oder mit der Proteinoberfläche, die zu einer verminderten Intensität der
Fluorophoremission im gebundenen Zustand führte, konnte durch die stamminterne
Markierung nicht verhindert werden.
Die enzymkatalysierte Spaltung der Sonden resultierte in einer irreversiblen Se-
parierung der PNA-Segmente, wodurch ausnahmslos höhere Fluoreszenzanstiege er-
halten werden konnten. Bemerkenswerterweise wiesen die Sonden mit den größten Si-
gnalanstiegen bei der Detektion von SH2-Domänen mitunter die schlechtesten Wer-
te bei der enzymatischen Spaltung auf (z. B. F/F0,60=14.2). Eine Flankierung der
Pyreneinheiten mit a-Monomeren, die Verwendung von fünf unmodifizierten Basen-
paarungen für die Haarnadelbildung sowie die Anbindung des Fluorophors mit einem
kurzen Linker erwiesen sich als am besten geeignet für eine maximale Responsivität
bei einer quantitativen Spaltung. Besonders die excimerbasierten IS-HPBs entfal-
teten ihr Potential als sensitiver Reporter mit den höchsten Signalsteigerungen im
enzymatischen Spaltungsexperiment (F/F0,67=35.8; F/F0,66=42.7), wohingegen
bei der Bindung an die Proteindomäne nur minimale Signalverstärkungen detektiert
werden konnten (mit Src SH2: F/F0,67=4.0; F/F0,66=2.4).
Die IS-HPBs waren rückschließend besser geeignete Reporter für Proteaseaktivi-
täten, deren Leistungsfähigkeit als fluorogenes Werkzeug in der Proteinwissenschaft
detaillierter an einem Beispiel im Folgekapitel 4.4.5 untersucht wurde.
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4.4.5 Detektion der Matrix-Metalloprotease 7 mit IS-HPBs
Die Entwicklung eines Reporters für die Matrix-Metalloprotease 7 (MMP-7) erfolgte
auf Basis der excimerbasierten Sonden 66 und 67 für die SH2-Detektion. In den
ersten Untersuchungen wurde die statische Fluoreszenzmessung verwendet, um einen
Assay für die MMP-7-Detektion in Puffer zu etablieren. Weiterführende Experimente
wurden mit einer zeitaufgelöste Messmethode durchgeführt, die eine Detektion in
biologisch, komplexen Medien mit hoher Autofluoreszenz erlaubten.
Statische Fluoreszenzmessung
Zunächst wurden statische Fluoreszenzmessungen durchgeführt, um einen Einblick
in die Responsivität der synthetisierten MMP-7-spezifischen IS-HPBs 70-81 zu ge-
winnen. Dafür wurde ein Assay entwickelt, der die Detektion mithilfe eines Plate
Readers in einem 384er-Well Plate-Format erlaubte und somit die Voraussetzung
für einen hohen Probendurchsatz und die schnelle Überprüfung verschiedener Mess-
bedingungen schaffte.
Zur Identifikation einer für die Charakterisierung der IS-HPBs geeigneten En-
zymkonzentration wurden die Proben in einer 1µM Konzentration in HEPES-Puffer
(10mM HEPES, 150mM NaCl, 5mM CaCl2, 0.05% (w/v) CHAPS, pH 7.4) vorge-
legt. Dem Puffer wurde zur Verbesserung der Löslichkeit das zwitterionische Deter-
gens CHAPS zugesetzt, das sich in Vorexperimenten für diese Zwecke als nützlich
erwies. Nach Aufnahme des F0-Wertes bei einer Anregung von 355 nm wurden ver-
schiedene Mengen an MMP-7 (0, 5, 10 und 25 nM) bei 25 ◦C zugegeben. Der zeitliche
Verlauf der Excimeremission wurde anschließend bei 460 nm und 37 ◦C bis zu 24 h
verfolgt (Abbildung 4.29 a, am Beispiel von Sonde 76). Die enzymatische Spaltung
der Sonden war durch einen deutlichen Anstieg der Excimeremission gekennzeichnet,
die nach dem Erreichen der maximalen Signalintensität bis zu 24 h konstant blieb.
Eine Konzentration von 25 nM MMP-7 erschien zweckmäßig für die Untersuchung
der proteasespezifischen IS-HPBs, da das Maximum des Fluoreszenzsignals in einem
akzeptablen, zeitlichen Rahmen erreicht wurde. Eine Reduktion der Enzymkonzen-
tration sowie die Erniedrigung der Temperatur auf 30 ◦C (nicht gezeigt) resultier-
ten in einer erheblichen Verlangsamung der quantitativen Spaltung und wurden als
nicht sinnvoll bewertet. In den ersten Versuchen hatte die allmähliche Erwärmung
der Reaktionsmischung auf die Messtemperatur (25→ 37◦C) einen nichtlinearen An-
stieg der Auftragung der Fluoreszenzintensität gegen die Zeit zur Folge, der die Be-
stimmung von Spaltungsgeschwindigkeiten verfälschte (25 nM MMP-7 in Abbildung
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Abbildung 4.29: Detektion von MMP-7 mit Sonde 76. (a) Änderung des Fluoreszenzsi-
gnals bei 37 ◦C nach Zugabe verschiedener Konzentrationen an MMP-
7, λex=355 nm, λem=460 nm. (b) Fluoreszenzspektren nach 24 h mit
() & ohne (- - -) Zusatz von 25 nM MMP-7, Vergleich mit Peptidson-
de 82, λex=340 nm, 25 ◦C. Bedingungen: 1µM Sonde, 10mM HEPES,
150mM NaCl, 5mM CaCl2, 0.05% (w/v) CHAPS, pH 7.4.
4.29 a). Es wurde somit zukünftig die Enzymzugabe bei 37 ◦C auf einer temperier-
ten Platte vorgenommen, was in einem linearen Anstieg zu Beginn resultierte. Die
Fluoreszenzintensitäten der Proben ohne Enzymzusatz sowie des Puffers mit En-
zymzusatz wurden ebenfalls über denselben Zeitraum verfolgt, um den Einfluss der
Verdunstung und die Stabilität der Hintergrundsignale zu beurteilen (schwarze Da-
tenpunkte in Abbildung 4.29 a). Die Sonden zeigten keine Präzipitationsneigung im
gewählten Puffer.
In Kombination mit den Messungen im kinetischen Modus wurden Spektren
bei 25 ◦C zu Beginn und nach einer Inkubation über 24 h aufgezeichnet (Abbildung
4.29 b, am Beispiel von Sonde 76). Die Spektren der IS-HPBs mit Enzymzugabe
wiesen deutliche Excimerbanden im Gegensatz zur intakten Probe auf, was im dar-
gestellten Fall mit einem 48-fachen Signalanstieg einherging. Zum Vergleich wurde
die Peptidsonde 82 untersucht, die ebenfalls zwei Pyreneinheiten und einen anthra-
chinonbasierten Quencher enthielt, jedoch keine für die Haarnadelbildung notwen-
digen C - und N -terminalen PNA-Segmente. Die Emissionsintensität der Sonde 82
bei 480 nm blieb sowohl in der kinetischen, als auch in der spektralen Untersuchung
unverändert (Abbildung 4.29 b). Dies unterstreicht die Notwendigkeit des Haarna-
deldesigns für eine Proteasedetektion mit hoher Responsivität mittels Excimeremis-
sion.
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Mithilfe der optimierten Messbedingungen wurden die proteasespezifischen IS-
HPBs 70-81 mit dem zentralen Peptidsegment RPLALWRS auf ihre Responsivität
gegenüber der Anwesenheit von MMP-7 geprüft. Die aufgedeckten Korrelationen
zwischen dem Signalanstieg F/F0, der Schmelztemperatur TM und der Hintergrund-
fluoreszenz F0 sind in Abbildung 4.30 am Beispiel der IS-HPBs 70-75 mit Spacer -
Abbildung 4.30: Korrelation der Signalanstiege mit 25 nM MMP-7 nach 24-stündiger
Inkubation (rot), der Hintergrundsignale (schwarz) mit der Schmelz-
temperatur (blau) der IS-HPBs mit Spacer -Einheiten. Illustriert sind
jeweils die Stammregionen der IS-HPBs. Peptid = RPLALWRS.
Einheiten illustriert. Die Sonden 76-81 ohne Spacer -Einheiten wiesen dieselben Ten-
denzen auf und sind aus diesem Grunde nicht explizit aufgeführt. Analog zu den
SH2-spezifischen Sonden ging eine erhöhte Haarnadelstabilität jeweils mit einer Re-
duktion des Hintergrundsignals der Sonde einher. Daraus resultierte, im Gegensatz
zu den bisher untersuchten Sonden, ein Anstieg des ermittelten Signal/Hintergrund-
Verhältnisses bei der Wechselwirkung mit dem Zielmolekül, die nun auf der Spaltung
der Sonde und nicht auf eine Bindung beruhte (vgl. Abbildung 4.25). So konnte für
die Sonde 70 eine Schmelztemperatur von TM =49 ◦C gemessen werden, was zu
einer Hintergrundfluoreszenz von F0=688 und einem Signalanstieg von F/F0=35
führte. Die bauähnliche, jedoch, aufgrund der N -terminalen Modifikation mit einer
Schmelztemperatur von TM =55 ◦C, stabilere Sonde 73 wies im direkten Vergleich
eine deutlich geringe Hintergrundfluoreszenz von F0=339 auf, was wiederum eine
größere Signalverstärkung bei Anwesenheit des MMP-7 von F/F0=45 nach sich zog.
Das Ausmaß mit der die Excimerbildung im freien Zustand unterdrückt und so-
mit das Hintergrundsignal minimiert wird, kann durch das Verhältnis der Monomer-
zu Excimeremission beschrieben werden. Je größer dieser Zahlenwert ist, desto wirk-
samer erfolgt die Interkalation der Quenchereinheit zwischen den beiden Pyrenein-
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Abbildung 4.31: Reduktion des Hintergrundsignals und Erhöhung der Responsivi-
tät von MMP-7-spezifischen IS-HPBs. (a) Fluoreszenzspektren Ahex-
modifizierter IS-HPBs, normiert auf die maximale Monomeremission
bei 380 nm. (b) Hintergrundfluoreszenz & Signalanstiege nach 24 h In-
kubation mit 25 nM MMP-7. Bedingungen: 1µM Sonde, 25 ◦C, 10mM
HEPES, 150mM NaCl, 5mM CaCl2, 0.05% (w/v) CHAPS, pH 7.4.
heiten. Die in Abbildung 4.31 a dargestellten, auf die maximale Monomeremission
bei 380 bzw. 400 nm normierten Fluoreszenzspektren veranschaulichen, dass infolge
der Stabilisierung der Haarnadelstruktur von Sonde 77 durch die Einführung eines
Spacers (→71) und die zusätzliche N -terminale Modifikation (→74), das Verhält-
nis von 1.1 (77) über 2.2 (71) auf 3.2 (74) gesteigert werden konnte. Die Wechsel-
wirkung der Pseudonukleobasen wurde durch die Variation der Sequenzumgebung
bedeutend verstärkt, was mit einer Reduktion des Hintergrundsignals und einer
Maximierung des Signalanstiegs verbunden war (Abbildung 4.31 b). Die Sonde 74
besaß mit F0=252 die niedrigste Hintergrundfluoreszenz aller untersuchten MMP-7-
spezifischen IS-HPBs und war somit sogar im Intensitätsbereich der Puffersignale.
Dies führte zu einer Verbesserung der Fluoreszenzrespons zu einem Maximalwert
von F/F0=49.
Mithilfe eines thermischen Denaturierungsexperiments mit den Spaltprodukten
der Sonde 76 ließ sich nachweisen, dass die intermolekulare Hybridisierung der re-
sultierenden kurzen PNA-Segmente ein energetisch nicht favorisierter Prozess ist
(Abbildung 4.32 a). Die vergleichsweise hohe Anfangsintensität der Excimeremissi-
on bei 480 nm sank mit zunehmender Temperatur, was auf eine fehlende Hybridisie-
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Abbildung 4.32: Untersuchung der Lösung von Sonde 76 nach der Inkubation mit
MMP-7 mittels (a) temperaturabhängiger Fluoreszenzspektroskopie,
25-90 ◦C, λex=340 nm, λem=480 nm und (b) HPLC-MS: HPLC-
Spuren bei 260 nm vor (- - -) und nach () Inkubation mit MMP-7,
ESI-MS-Spektren vom ersten und zweiten HPLC-Peak mit entsprechen-
den dekonvolierten Massen in g·mol−1.
rung zurückzuführen ist und durch die erhöhte Stoßdeaktivierung infolge gesteigerter
Brownscher Molekularbewegung verursacht wird. Der qualitative Nachweis der Spal-
tung wurde jeweils mittels HPLC-MS-Analyse der Inkubationslösung erbracht (am
Beispiel von Sonde 76 in Abbildung 4.32 b).
Ausschlaggebend für einen praktisch nützlichen Reporter für Proteaseaktivi-
täten ist, neben einer großen Responsivität, eine schnelle quantitative Umsetzung
der Sonde, die einen hohen Probendurchsatz in der späteren Anwendung ermög-
licht. Als Parameter für einen Vergleich der IS-HPBs wurde die Zeit bei der halb-
maximalen Spaltung (t1/2) gewählt. In Abbildung 4.33 wird ersichtlich, dass durch
die N -terminale Modifikation die Spaltung erheblich beschleunigt werden konnte
(t1/2,76=106min→ t1/2,79=69min). Die Ursache konnte bisher nicht geklärt wer-
den. Der Einbau von Spacer -Einheiten hatte erwartungsgemäß keinen Einfluss auf
die Geschwindigkeit der enzymatischen Hydrolyse. Die Erhöhung der Flexibilität des
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Abbildung 4.33: Detektion von MMP-7 in Puffer. (a) Zeitliche Veränderung des normier-
ten Signalanstiegs bei 37 ◦C, λex=355 nm, λem=460 nm. (b) Ermit-
telte halbmaximale Spaltungszeiten & Signalanstiege der Fluoreszenz-
spektren bei 25 ◦C nach 24 h Inkubation, λex=340 nm, λem=480 nm.
Bedingungen: 1µM Sonde, 25 nM MMP-7, 10mM HEPES, 150mM
NaCl, 5mM CaCl2, 0.05% (w/v) CHAPS, pH 7.4.
Peptidsegments durch die Flankierung mit Linkereinheiten, wie Ahex oder ßA, führte
infolge der erleichterten Zugänglichkeit der Protease zu einer deutlichen Beschleuni-
gung des Spaltungsprozesses. Die halbmaximale Spaltungszeit konnte entsprechend
von t1/2,73=74min auf t1/2,74=23min bzw. t1/2,75=23min, ohne einen Verlust
an Responsivität, reduziert werden (Abbildung 4.33 b).
Unter Verwendung der schnellsten und responsivsten Sonden für die MMP-7-
Detektion im Puffer sollte die Präsenz von MMP-7 in einer komplexen, biologi-
schen Matrix nachgewiesen werden. Erste Experimente mit der Sonde 74 in dem
Zellmedium DMEM* offenbarten, dass die erreichbare Signalverstärkung von 5 um
ein Vielfaches kleiner als im wässrigen Puffer mit F/F0=49 war (Abbildung 4.34).
Die Ursache war die hohe Autofluoreszenz der Zellmediumbestandteile, wie diverser
Wachstumsfaktoren im Kälberserum, im Wellenlängenbereich 360 bis 500 nm bei
einer Anregung im nahen UV-Bereich. Das Fluoreszenzsignal der Sonde 74 wur-
de durch die des Zellmediums überlagert, was die statische Fluoreszenzmessung in
diesem Fall als unbrauchbar kennzeichnete.
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Abbildung 4.34: Statische Fluoreszenzmessung von 74 in Puffer und DMEM*. Bedin-
gungen: 1µM Sonde, 25 nM MMP-7, λex=340 nm, 25 ◦C, Puffer =
10mM HEPES, 150mM NaCl, 5mM CaCl2, 0.05% (w/v) CHAPS, pH
7.4. DMEM* = DMEM mit 10% FCS & 1% Antibiotika.
Zeitaufgelöste Fluoreszenzmessung in Puffer und Zellmedium
Die lange Lebensdauer der Pyrenexcimeremission im ns-Bereich eröffnete die Mög-
lichkeit zeitaufgelöste Messungen durchzuführen. Die Untersuchung der Sonden 74
und 75, die sich in der statischen Betrachtung durch minimale Spaltungszeiten und
höchste Signalanstiege bei Anwesenheit des Enzyms auszeichneten, wurde mit der
zeitkorrelierten Einzelphotonenzählung (TCSPC) umgesetzt.
Zu Beginn wurden die Sonden 74 und 75 in dem mit 10% fötalem Kälber-
serum (FCS) und 1% Antibiotika komplettierten Zellmedium DMEM (DMEM*)
untersucht. Als Kontrolle wurden parallel Messungen im bereits bekannten HEPES-
Puffer vorgenommen. Die Sonden wurden in einer 1µM Konzentration eingesetzt
und zunächst geprüft, ob eine Unterscheidung der Sonden- von den Matrixsignalen
mit den angewendeten Methodenparametern möglich ist. In Abbildung 4.35 a&b
sind die entsprechenden Histogramme nach einer Inkubationszeit von 24 h darge-
stellt. Die Signale des Puffers und Zellmediums (graue Linie) klangen wesentlich
schneller als die Sondensignale ab. Des Weiteren war ein signifikanter Unterschied
der Abklingkurven mit (z. B. rote Linie mit 25 nM MMP-7) und ohne Enzymzusatz
(schwarze Linie) erkennbar.
Zur Bestimmung der Fluoreszenzintensitäten wurde das Integral im Zeitinter-
vall von 50-250 ns gewählt, da in diesem Bereich die Signale der Matrix vollständig
abgeklungen waren und die der Sonden immer noch verwendbare Größenordnungen
aufwiesen. Aus dem Quotienten der Signalintensitäten mit (F) und ohne MMP-7-
Zusatz (F0) konnten die F/F0-Werte berechnet werden (Abbildung 4.35 c). Mithil-
fe der zeitaufgelösten Fluoreszenzmessung wurden höhere Signalanstiege erzielt als
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Abbildung 4.35: TCSPC-Histogramme nach 24 h Inkubation der Sonden (a) 74 & (b)
75 mit und ohne MMP-7-Zusatz in Puffer (links) & DMEM* (rechts).
(c) Signalanstiege mit 25 nM MMP-7 unter Berücksichtigung des Zeit-
intervalls 50-250 ns. (d) Fluoreszenzlebensdauer in Puffer & DMEM*
der intakten (0min) & der gespaltenen Probe (24 h). Bedingungen:
1µM Sonde, λex=280 nm, λem=480 nm, 25 ◦C, Puffer=10mM HE-
PES, 150mM NaCl, 5mM CaCl2, 0.05% (w/v) CHAPS, pH 7.4,
DMEM*=DMEM mit 10% FCS & 1% Antibiotika.
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mit der statischen Messmethode. In weiterführenden Experimenten wurde die En-
zymkonzentration bis auf 0.1 nM reduziert, um eine Detektionsgrenze für MMP-7
zu bestimmen. Nach 24 h wurden die Sonden 74 und 75 quantitativ von 0.5 nM
MMP-7 in Puffer und DMEM* gespalten (Abbildung 4.35 a, b). Bei kleineren Kon-
zentrationen (0.1 nM MMP-7) sowie kürzeren Inkubationszeiten von 4 h konnte
MMP-7 mit einer verminderten Signalintensität detektiert werden (blaue und braune
Linie in Abbildung 4.35 a, b). Durch exponentielle Regression der jeweiligen Abkling-
kurven konnte zusätzlich die Fluoreszenzlebensdauer τ der intakten und gespaltenen
Sonden ermittelt werden (Abbildung 4.35 d). Aufgrund der enzymatischen Spaltung
wurde die Löschung der Excimeremission durch die interkalierte Anthrachinonein-
heit aufgehoben und führte zu einer erheblichen Verlängerung ihrer Lebensdauer in
den vermessenen Medien, wodurch eine eindeutige Differenzierung zur intakten Pro-
be ermöglicht wurde (DMEM*,75: τintakt=17ns ↔ τgespalten=55ns). Je effizienter
der Energietransfer zwischen den Chromophoren war, desto kürzer war die ermittel-
te Fluoreszenzlebensdauer der intakten Probe, da der angeregte Zustand schneller
entvölkert wurde. So wies die intakte Sonde 75 mit einer höheren Haarnadelstabili-
tät kleinere τ -Werte auf als die Sonde 74 mit einem Ahex-Linker (75: TM =55 ◦C,
τPuffer=25ns↔ 74: TM =51 ◦C, τPuffer=37ns). Nach der quantitativen Spaltung
waren beide Sonden denselben Umgebungsbedingungen ausgesetzt, wodurch der Un-
terschied aufgehoben wurde und die τ -Werte der Sonden übereinstimmten.
Zeitaufgelöste Fluoreszenzmessung im Humanserum
Im Anschluss an den erfolgreichen Nachweis von MMP-7 im Zellmedium sollte die
Komplexität der biologischen Matrix in weiterführenden Experimenten erhöht wer-
den, um den realen Messbedingungen in der diagnostischen Anwendung gerecht
zu werden. In klinischen Studien erfolgt die Bestimmung des Expressionslevels von
MMP-7 im Humanserum, um die Progression von Dickdarmkrebs einzuschätzen und
Aussagen über die Überlebenschancen zu treffen. [54] Dabei wird eine 1 nM Konzen-
tration als kritischer Grenzwert betrachtet, der auf metastasierenden Krebs hindeu-
tet. Die ersten Experimente im Humanserum wurden mit der Sonde 74 und einer
25 nM Enzymkonzentration durchgeführt. Nach einer Inkubation im unverdünn-
ten Humanserum bei 37 ◦C konnten die erhaltenen Histogramme der Blindprobe
(schwarze Linie, ohne MMP-7) nicht von der Vergleichsprobe (rote Linie, mit 25 nM
MMP-7) differenziert werden (Abbildung 4.36 a). Statische Fluoreszenzmessungen
im kinetischen Modus offenbarten, dass die Sonde 74 auch ohne MMP-7-Zusatz
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Abbildung 4.36: Detektion von MMP-7 mit Sonde 74 im unverdünnten Humanserum.
(a) TCSPC-Histogramme nach 24 h Inkubation, λex=280 nm, 25 ◦C.
(b) Zeitliche Änderung des normierten Signalanstiegs der Blind- &
Vergleichsprobe, λex=340 nm, 37 ◦C. Bedingungen: 1µM Sonde, 25 nM
MMP-7, Puffer= 10mM HEPES, 150mM NaCl, 5mM CaCl2, 0.05%
(w/v) CHAPS, pH 7.4, λem=480 nm.
durch eine bisher unbekannten Reaktion gespalten wurde (Abbildung 4.36 b). Der
Signalanstieg infolge der enzymatischen Hydrolyse durch MMP-7 war jedoch we-
sentlich schneller, wodurch sich ein Zeitfenster von ca. 60min eröffnete, bei dem die
spezifische Spaltung nahezu quantitativ verlief und der durch die unbekannte Re-
aktion verursachte Anstieg vernachlässigbar klein war. In folgenden Experimenten
sollten somit sämtliche Proteaseaktivitäten nach 60min durch eine 5-minütige La-
gerung der Proben bei 60 ◦C und eine anschließende, schnelle Abkühlung auf 0 ◦C
unterbunden werden. Dieser Ansatz scheiterte jedoch, da nach wie vor kein Unter-
schied zur Blindprobe ersichtlich war (nicht gezeigt).
Weitere Versuche basierten auf der Verdünnung des Humanserums mit Puffer
in verschiedenen Mischungsverhältnissen und den Zusatz des Serinproteasehemmers
Pefablocr SC (PB, Abbildung 4.37 b). Die 24-stündige Probeninkubation bei 37 ◦C
erfolgte jeweils mit und ohne Zusatz von 10mM PB sowie mit und ohne Zusatz
von 25 nM MMP-7. In Abbildung 4.37 sind jeweils die aus dem Zeitintervall 50-
250 ns berechneten Signalunterschiede zwischen Blind- & Vergleichsprobe sämtlicher
Mischungsverhältnisse sowie die zugrundeliegenden Abklingkurven von Humanse-
rum:Puffer = 1:100 dargestellt. Dabei konnte durch eine Verdünnung des Human-
serums mit Puffer im Verhältnis 1:100 die Vergleichsprobe mit Faktor 5 von der
Blindprobe differenziert werden. Der Zusatz des Proteasehemmers erhöhte darüber
hinaus die Unterscheidbarkeit auf Faktor 21, führte allerdings zu einer wesentlich
kürzeren Fluoreszenzlebensdauer der Excimeremission (vgl. Abbildung 4.37 c&d).
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Abbildung 4.37: Optimierte Detektion von MMP-7 mit Sonde 74 im Humanserum.
(a) Signalunterschiede zwischen der Blind- & Vergleichsprobe bei den
verschiedenen Mischungsverhältnissen mit Puffer. (b) Struktur des
Proteasehemmers Pefablocr SC. (c)& (d) TCSPC-Histogramme nach
24 h Inkubation. Bedingungen: 1µM Sonde, 25 nM MMP-7, 25 ◦C,
Puffer=10mM HEPES, 150mM NaCl, 5mM CaCl2, 0.05% (w/v)
CHAPS, pH 7.4, λex=280 nm, λem=480 nm.
Die unbekannte Sondenspaltung konnte somit erfolgreich unterdrückt werden.
Obwohl der größte Signalunterschied zwischen Blind- und Vergleichsprobe mit
einem Mischungsverhältnis von 1:100 erzielt wurde, erwies sich diese Verdünnung
der Gesamtlösung bei der Detektion der als kritisch bewerteten 1 nM MMP-7-Kon-
zentration als zu hoch, um eine quantitative Spaltung innerhalb von 24 h zu ge-
währleisten. Aufgrund dessen wurden konzentriertere Proben mit einem Mischungs-
verhältnis von 1:10 verwendet. Um den besten Signalunterschied zwischen Blind-
und Vergleichsprobe zu identifizieren, wurden verschiedene PB-Konzentrationen ge-
testet (Abbildung 4.38 a). Das beste Resultat mit einem 4-fachen Signalunterschied
zwischen Blind- und Vergleichsprobe wurde mit einer Proteasehemmerkonzentrati-
on von cPB =10 mM erzielt. Die zugehörigen Abklingkurven sowie die berechneten
Intensitäten unter Berücksichtigung des Zeitintervalls 50-200 ns sind in Abbildung
4.38 b dargestellt. Eine reduzierte Menge an Proteasehemmer konnte die Spaltung in
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Abbildung 4.38: Detektion von 1 nM MMP-7 mit der Sonde 74 im Humanserum. (a)
Signalanstiege & -unterschiede zwischen Blind- & Vergleichsprobe.
(b) TCSPC-Histogramme nach 24 h Inkubation. Einschub: Mittelwer-
te der berechneten Integrale. Bedingungen: 1µM Sonde, λex=280 nm,
λem=480 nm, 25 ◦C, Mischungsverhältnis 1:10, Puffer= 10mM HE-
PES, 150mM NaCl, 5mM CaCl2, 0.05% (w/v) CHAPS, pH 7.4. Drei-
fachbestimmung, angegeben sind jeweils die Standardabweichungen.
der Blindprobe nicht ausreichend unterdrücken, wodurch ein kleinerer Unterschied
zur Vergleichsprobe entstand. Bei höheren Konzentrationen konnte dieses zwar be-
werkstelligt werden, jedoch zogen kleinere Intensitäten der Vergleichsprobe einen
geringeren Signalunterschied nach sich.
Résumé der MMP-7-spezifischen IS-HPBs
Die Detektion von MMP-7 in Puffer, Zellmedium und Humanserum konnte erfolg-
reich durch die Verwendung von IS-HPBs mit der zentralen Erkennungssequenz
RPLALWRS umgesetzt werden. Auf Basis einer pentameren, unmodifizierten Ba-
senpaarung in der PNA-Stammregion und einer Flankierung zweier, benachbarter
Pyreneinheiten mit a-PNA-Monomeren wurden responsive Sonden generiert, die die
Anwesenheit der Protease in einem auf statischer Fluoreszenzmessung basierenden
Assay im 384er Well Plate-Format in einem Puffer anzeigten. Die Erhöhung der
Haarnadelstabilität, durch eine N -terminale Modifikation mit drei Aspartateinheiten
und/oder die Einführung von Spacer -Einheiten, um einer möglichen extrahelikalen
Anordnung der Chromophore entgegenzuwirken, resultierte in einem minimierten
Hintergrundsignal. Die Löschung der Excimeremission durch den Quencherbaustein
erfolgte dabei nicht nur aufgrund einer effizienten Energieübertragung, sondern auch
durch die Interkalation zwischen den Fluorophoreinheiten, die eine Excimerbildung
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verhinderte. Die responsivste Sonde 74, die durch eine N -terminale Modifikation
und den Einbau eines Spacers gekennzeichnet war, erzielte einen Signalanstieg von
F/F0=49, der eine Langzeitstabilität über 24 h aufwies. Die Steigerung der Flexi-
bilität des Peptidsegments infolge des Einbaus von Linkereinheiten, wie Aminohex-
ansäure oder ß-Alanin, führte zu einer erheblichen Beschleunigung der Spaltungsge-
schwindigkeit. Die Sonden 74 und 75 konnten in einer 1µM Konzentration inner-
halb von nur 60min von dem proteolytischen Target (25 nM MMP-7) quantitativ
im wässrigen Puffer gespalten werden.
Mithilfe der excimerbasierten Sonden 74 und 75 gelang es weiterhin in zeitauf-
gelösten Fluoreszenzmessungen eine geringe MMP-7-Konzentration von 0.1 nM nach
24 h und 0.5 nM nach nur 4 h in dem stark autofluoreszenten Medium DMEM* mit ei-
ner 1µM Sondenkonzentration nachzuweisen. Die Eignung als fluorogenes Werkzeug
in der diagnostischen Anwendung wurde anhand von Untersuchungen im Humanse-
rum geprüft. Nach einer Optimierung der Messbedingungen konnte mit der Sonde
74 (1µM) eine 1 nM MMP-7-Konzentration im Humanserum detektiert werden, was
einem kritischen Grenzwert für die Progression von Dickdarmkrebs entspricht. [54] Ei-
ne unerwünschte Spaltung durch Serinproteasen, die im Serum allgegenwärtig sind,
wurde dabei wirksam durch die Verdünnung des Serums mit Puffer und dem Zusatz
von einem Serinproteasehemmer unterdrückt. Der Unterschied zwischen der Blind-
und Vergleichsprobe konnte dadurch maximiert werden.
4.5 Thermodynamische Untersuchung der
PNA-Peptid-Konjugate
Bei der Untersuchung von Nukleinsäuren mit DNA-basierten Molecular Beacons
(MBs) konnte von Bonnet et al. unter Verwendung thermischer Denaturierungsex-
perimente und thermodynamischer Analysemethoden gezeigt werden, dass struktu-
rierte Sonden eine höhere Spezifität bzgl. ihres Komplementärstranges aufweisen als
unstrukturierte Oligonukleotidsonden äquivalenter Länge (Abbildung 4.39). [176] Dies
äußerte sich in der Differenz der TM -Werte vonmatch undmismatch Sonden-Target-
Komplexen. So wies der Komplex aus dem MB 84 und einem perfekt komplementä-
ren Target (86) eine um ∆TM =14K höhere Stabilität auf als der Komplex mit der
einzelbasenfehlpaarenden Zielsequenz (87). Die unstrukturierte Sonde 85 diskrimi-
nierte das mismatch Target mit einem niedrigeren∆TM =8K. Die zugrundeliegende
Ursache ist laut ihrer Annahme das Gleichgewicht zwischen Haarnadelstruktur und
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Abbildung 4.39: Hybridisierungsexperimente von Bonnet et al. mit dem MB 84
und dem unstrukturierten Oligonukleotid 85. [176] F=Fluorophor,
Q=Quencher.
unstrukturierter Form, das bei den haarnadelförmigen Sonden mit der Bildung des
Sonden-Target-Komplexes konkurriert. Die Öffnung der doppelhelikalen Struktur
ist mit einer energetischen Barriere verbunden, die jedoch durch die Bildung des
Target-Komplexes kompensiert werden kann.
Ein analoger Zusammenhang sollte auch für die peptidbasierten Haarnadelstruk-
turen gelten. Erste Verdrängungsexperimente von Dr. Thurley, bei denen verschie-
den strukturierte PNA-Peptid-Konjugate auf ihre Affinitäten zu den nah verwandten
SH2-Domänen der Src- und Lck-Kinase untersucht wurden, zeigten, dass mit einer
erhöhten Stabilität der Sondenstruktur eine erhöhte Diskriminierung zwischen den
SH2-Domänen einhergeht (Tabelle 4.12). [183] So wies die strukturierte Sonde 88 mit
Tabelle 4.12: Relative Bindungsaffinitäten der PNA-Peptid-Konjugate für die Src und
Lck SH2-Domäne. [183]
Sequenz
(H-K-PNAI -EPQpYEEIP-PNAII -K-G-NH2) IC50 [µM] IC50,Src :
PNAI PNA II TM [◦C] Src SH2 Lck SH2 IC50,Lck
88 ttgg ccaa 57 2.2 (± 0.2) 8.5 (± 0.9) 1 : 3.9
89 tttg caaa 29 1.9 (± 0.1) 5.4 (± 0.5) 1 : 2.8
90 gcta ccaa n.b. 1.2 (± 0.1) 1.3 (± 0.1) 1 : 1.1
IC50-Werte wurden durch Titration zu einem Proteinkomplex mit dem Referenzpeptid FAM-
GpYEEIA-NH2 und Messung der Fluoreszenzanisotropie in einer Dreifachbestimmung ermit-
telt.
einem TM -Wert von 57 ◦C gegenüber der unstrukturierten Sonde 90, bei der keine
Schmelztemperatur bestimmt werden konnte, eine fast 4-fach größere Affinität zur
Src als zur Lck SH2-Domäne auf.
Das thermodynamische Verhalten der PNA-Peptid-Konjugate bei der Bindung
an die SH2-Domänen sollte mithilfe der Isothermen Titrationskalorimetrie (ITC)
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näher untersucht werden sowie die Selektivität im Vergleich zu einem Peptid anhand
der experimentell erhaltenen thermodynamischen Daten geprüft werden.
Die ITC-Messungen in dieser Arbeit sollten sich an den in der Literatur be-
schriebenen Experimenten mit dem Peptid Ac-PQpYEEIPI-NH2 und der Src SH2-
Domäne orientieren, bei denen die Proteindomäne in der Zelle vorgelegt und das
Peptid zutitriert wurde. [42,44,191] Um die notwendigen Konzentrationen an Protein-
domäne und Konjugat abzuschätzen, wurde der sogenannte C-Wert herangezogen,
der die Qualität einer Messung beschreibt (Gleichung 4.1). [192]
C =
N · cProbenzelle
KD
(4.1)
Bei C-Werten zwischen 10 und 500 erhält man eine gut auswertbare, sigmoidale
Bindungsisotherme, die eine hohe Genauigkeit des errechneten KD-Wertes gewähr-
leistet. Es wurden KD-Werte um 1µM und eine Bindungsstöchiometrie N von 1 für
die PNA-Peptid-Konjugate erwartet. Daraus ergibt sich aus Gleichung 4.1 direkt
der notwendige Konzentrationsbereich von 10 bis 500µM für die Proteindomäne in
der Probenzelle. Die Konzentration des Titranden sollte 10-fach höher liegen, um
eine detektierbare Wärmetönung zu garantieren, was einem Konzentrationsbereich
von 0.1 bis 5mM entspricht.
Es wurden zwei Bindungssequenzen für die SH2-Domänen auf ihre thermody-
namischen Parameter untersucht, die in Verdrängungsexperimenten mit Peptiden
bereits eine Selektivität für eine Domäne aufwiesen (Tabelle 4.13). [184] Das pYEEI-
Peptid, ein Segment aus dem hamster polyomavirus middle-sized tumor (hmT)-
Antigen zeigte eine etwas höhere Affinität zu der Src- als zu der Lck SH2-Domäne.
Das C -terminale Segment der Lck-Kinase mit dem pYQPQP-Motiv präferierte hin-
gegen die Bindung an die eigene SH2-Domäne. Die abgeleiteten PNA-Peptid-Kon-
jugate und die entsprechenden Peptidsonden wurden hergestellt (Kapitel 4.1.1) und
bezüglich ihrer Haarnadelstabilität charakterisiert (Kapitel 4.2.1).
Um die optimalen Messbedingungen mit wenig Materialverbrauch und gerin-
ger Dauer der Einzelmessungen zu identifizieren, erfolgte zunächst eine Variation
der Versuchsparameter, wie der Nutzung diverser Kalorimeter (VP ITC, ITC200)
und der Änderung der experimentellen Konfiguration (Kapitel 6.7). Das VP ITC-
Gerät von Prof. Ernsting (HU Berlin) zeichnete sich durch geringe Fluktuationen
der Basislinie und einer hohen Empfindlichkeit gegenüber Wärmetönungen aus und
wurde für folgende Experimente verwendet. Um die Scherkräfte auf das Protein zu
minimieren, wurde das Protein in den Bindungsexperimenten zu einer PNA-Peptid-
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Tabelle 4.13: Relative Bindungsaffinitäten der Phosphopeptide für die Src und Lck SH2-
Domäne. [184]
∗ Peptidsequenz IC50 [µM]
GST-Src SH2 GST-Lck SH2
hmT pY324 EPQpYEEIPIYL 1.5 1.8
Lck pY505 TEGQpYQPQP 58 8.2
* Ursprungsprotein mit Position des pY-Restes in der Proteinsequenz.
IC50-Werte wurden durch einen Verdrängungsassay mit einem 125I-
markierten Peptid bestimmt.
Konjugatverdünnung titriert. Für die Charakterisierung des eigentlichen Bindungs-
prozess mussten die Verdünnungsenthalpien der Komponenten in separaten Titra-
tionen bestimmt und miteinbezogen werden. In Abbildung 4.40 a ist am Beispiel
der Titration von GST-Src SH2 zu dem Konjugat 16 ein typisches Injektionsprofil
dargestellt. Aus der Integration der Signale und deren Auftragung gegen das mo-
lare Verhältnis erhielt man eine Bindungsisotherme , die anfangs exotherme Wer-
te aufwies und im Fortgang der Titration in den endothermen Bereich überging.
Nach Subtraktion der Verdünnungsenthalpien der Bindungspartner, die durch die
Titration des Proteins in Puffer (Abbildung 4.40 b) und des Puffers in die Konju-
gatverdünnung (Abbildung 4.40 c) bestimmt wurden, wurde eine sigmoidale Bin-
dungsisotherme im exothermen Bereich erhalten (Abbildung 4.40 d). Der Fit nach
dem Modell für eine Bindungsstelle führte zu den thermodynamischen Parametern.
Die ITC-Experimente wurden so durchgeführt, dass eine exakte Bestimmung der
∆H-Werte möglich war. Für eine höhere Genauigkeit der Entropie-Werte sowie der
Bindungsdissoziationskonstanten müssten die Konzentrationen der Bindungspartner
so variiert werden, dass eine flachere Bindungsisotherme erhalten wird.
Es wurde bei den Testmessungen mit der Src SH2-Domäne in HEPES-Puffer
deutlich, dass ab einem molaren Verhältnis von 1 die Schwankung der Basislinie er-
heblich zunahm, was eine Auswertung der Rohdaten erschwerte und auf die Instabi-
lität der Src SH2-Domäne im HEPES-Puffer zurückzuführen war. Bei der Literatur-
recherche nach einer alternativen Pufferzusammensetzung wurde ein MOPS-Puffer
für die nachfolgenden ITC-Messungen mit der nah verwandten Lck SH2-Domäne für
am geeignetsten identifiziert.
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Abbildung 4.40: ITC-Experiment mit optimierten Bedingungen. Injektionsprofil und In-
tegrationswerte der Titration von (a) GST-Src SH2 (262µM) in 16
(22µM), (b) GST-Src SH2 (262µM) in HEPES-Puffer und (c) HEPES-
Puffer in 16 (22µM). (d) Korrigierte Bindungsisotherme. Bedingungen:
25 ◦C, 30 x 10µl Injektionen, 300 rpm, spacing time: 3-10min.
4.5.1 ITC-Messungen mit GST-Lck SH2
Die Ergebnisse der Messreihe mit dem Fusionsprotein der Lck SH2-Domäne sind in
Tabelle 4.14 zusammengefasst. Alle Messungen wurden einmalig durchgeführt, um
zunächst einen Gesamtüberblick zu erhalten. Sämtliche untersuchten Sonden haben
mit einer Stöchiometrie von N≈ 1 in einem exergonen Prozess an die Proteindomäne
gebunden. Das Experiment mit dem Konjugat 18 wurde aufgrund der extrem abwei-
chenden ∆H- und T∆S-Werte wiederholt. Die Fehler wurden für eine Einschätzung
der Unterschiede auf die restlichen Messungen übertragen (KD: 26%,∆H: 7%, T∆S:
27%, ∆G: 1%).
Die unstrukturierten PNA-Peptid-Konjugate 21 und 26-31 wiesen analoge Affi-
nitäten zur Lck SH2-Domäne wie die Peptidsonde 32 auf. Mit zunehmender Stabili-
tät der PNA-Stammregion des Konjugats geht eine Verschlechterung der Bindungs-
affinität einher. Dies war zu erwarten, da infolge der Assoziation an die Bindungsta-
sche des Proteins eine Öffnung der Haarnadelstruktur erfolgen muss, was mit einer
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Tabelle 4.14: Thermodynamische Parameter der Messungen von GST-Lck SH2.
Sequenz (H-DD-K-PNAI -Peptid-PNAII -K-G-NH2)
PNAI PNA II
KD ∆H T∆S ∆G
[µM] [kcal·mol−1] [kcal·mol−1] [kcal·mol−1]
Peptid = PQpYEEIPI
16 gttg caac 0.40 -15.1 -6.3 -8.7
18 tttg caaa 0.19 (± 0.05) -6.7 (± 0.5) 2.6 (± 0.7) -9.2 (± 0.1)
21 gtca ccaa 0.07 -14.9 -5.1 -9.8
26 gttg 0.06 -12.7 -2.9 -9.8
27 tttg 0.07 -13.2 -3.5 -9.8
28 gtca 0.04 -14.6 -4.5 -10.1
29 caac 0.05 -12.3 -2.4 -10.0
30 caaa 0.06 -12.6 -2.7 -9.8
31 ccaa 0.07 -13.1 -3.4 -9.7
32 Ac-PQpYEEIPI-NH2
0.09 -12.8 -3.2 -9.6
Peptid = TEGQpYQPQP
23 gttg caac 4.69 -7.7 -0.5 -7.3
24 tttg caaa 3.36 -6.9 0.6 -7.5
25 gtca ccaa 2.36 -11.4 -3.7 -7.7
33 Ac-TEGQpYQPQP-NH2
3.00 -9.0 -1.4 -7.5
Messungen bei 25 ◦C, cGST−Lck SH2=300µM (Spritze), cKonjugat=30µM (Zelle), MOPS-
Puffer, 30 x 10µl Injektionen, 300 rpm.
energetischen Barriere verbunden ist. Um so überraschender war, dass die Enthalpie-
änderungen der Haarnadelstruktur 16 und der unstrukturierten Form 21 in einem
ähnlichen Bereich lagen. Die Dehybridisierung der Stammregion sollte theoretisch
mit einem deutlichen Enthalpieverlust (2-3 kcal·mol−1 pro Wasserstoffbrücke [193])
verbunden sein. Die etwas kleineren ∆H-Werte der PNA-Peptid-Konjugate 16 und
21, im Vergleich zu der Peptidsonde 32, deuten auf eine zusätzliche Wechselwirkung
mit der Proteindomäne hin, wie sie bereits für die Src SH2-Domäne beobachtet wur-
de. [173] Um herauszufinden, welchen Einfluss die einzelnen PNA-Segmente besitzen,
wurden die verschiedenen Konjugate mit der jeweils N - oder C -terminalen PNA-
Sequenz synthetisiert und gemessen (26-31, Tabelle 4.14). Es zeigte sich, dass, mit
Ausnahme von Konjugat 28, kein signifikanter Unterschied zum Peptid 32 vorhan-
den war und somit kein messbarer Einfluss durch die Modifizierung mit dem Nukle-
insäureanaloga PNA auf das Bindungsverhalten zum Protein bestand. Die Ursache
der stark abweichenden Werte der Sonde 18 konnte bisher nicht geklärt werden.
88
4.5 Thermodynamische Untersuchung der PNA-Peptid-Konjugate
Die Ergebnisse der Konjugate 23-25 und des Peptids 33 mit dem zweiten Bin-
dungsmotiv sind in der Tabelle 4.14 ausschließlich zur Vervollständigung der Messre-
sultate aufgeführt und werden aufgrund des flachen Kurvenverlaufs der Bindungsiso-
therme nicht in die thermodynamische Betrachtung der Bindung von PNA-Peptid-
Konjugaten an die Proteindomäne miteinbezogen. Die Bestimmung der ∆H-Werte
war dadurch stark fehlerbehaftet. Die Untersuchung dieser Konjugate wurde nicht
weiter verfolgt.
Unter Betrachtung der negativen Entropieänderungen sämtlicher Sonden, mit
Ausnahme der PNA-Peptid-Konjugate 18 und 24, lässt sich laut Gleichung 4.2 sa-
gen, dass das Gesamtsystem mit der Assoziation der Sonde an die Proteindomäne an
Ordnung zunimmt. Die positiven Entropieänderungen nehmen eine Sonderstellung
ein, deren Ursache bisher ungeklärt blieb.
∆S =
∑
Sgebunden −
∑
Sungebunden (4.2)
Die Interpretation der thermodynamischen Daten ohne detaillierte strukturelle
Informationen und molekulardynamische Berechnungen ist äußerst kompliziert und
kann nur auf Vermutungen beruhen.
4.5.2 ITC-Messungen mit GST-Src SH2
Es wurde die Bindung der PNA-Peptid-Konjugate 16, 18, 21 und des Peptids 32
zu der Src SH2-Domäne im Phosphat- bzw. HEPES-Puffer bei 25 ◦C untersucht (Ta-
belle 4.15). Alle betrachteten Sonden haben an die Src SH2-Domäne mit einer Stö-
chiometrie von N≈ 1 in einem exergonen Prozess gebunden. Die Messungen mit
dem strukturierten Konjugat 16 in HEPES- und Phosphat-Puffer zeigen deutlich
wie entscheidend die Pufferwahl für die Affinität einer Sonde zum Targetprotein
ist (vgl. Abbildung 4.15 in Kapitel 4.3). Die Sonde 16 wurde im Phosphat-Puffer
80% schlechter gebunden als im HEPES-Puffer. Die KD-Werte der PNA-Peptid-
Konjugate in Phosphat-Puffer wurden mit zunehmender Haarnadelstabilität höher,
unterscheiden sich jedoch nicht in dem Maße wie die Affinitäten zu der Lck SH2-
Domäne. Die Ursache kann in der grundsätzlich geringeren Affinität liegen. Die
∆H- und T∆S-Werte der PNA-Peptid-Konjugate waren deutlich kleiner als die der
Peptidsonde, was auf eine zusätzliche Wechselwirkung der PNA-Segmente mit dem
Protein hindeutet. Diese scheint sequenzabhängig zu sein und bedarf weiterer Un-
tersuchungen. Außerdem blieb bisher die Ursache für die deutlich niedrigeren ∆H-
und T∆S-Werte des stabilen PNA-Peptid-Konjugats 16 ungeklärt.
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Tabelle 4.15: Thermodynamische Parameter der Messungen von GST-Src SH2.
Sequenz (H-DD-K-PNAI -PQpYEEIPI-PNAII -K-G-NH2)
PNAI PNA II
KD ∆H T∆S ∆G
[µM] [kcal·mol−1] [kcal·mol−1] [kcal·mol−1]
16 gttg caac 1.97 -13.5 -5.7 -7.8
 gttg caac 0.38 -14.6 -5.8 -8.8
18 tttg caaa 1.95 -9.8 -2.0 -7.8
21 gtca ccaa 1.46 -10.3 -2.4 -8.0
32 Ac-PQpYEEIPI-NH2
1.35 -8.8 -0.8 -8.0
♦ [194] 0.18 -7.7 1.5 -9.2
Messungen bei 25 ◦C, cGST−Src SH2=300µM (Spritze), cKonjugat=30µM (Zelle),
Phosphat-Puffer, 30 x 10µl Injektionen, 300 rpm.  cGST−Src SH2=262µM (Spritze),
cKonjugat=22µM (Zelle), HEPES-Puffer (Abbildung 4.40). ♦ [194] cSrc SH2=30µM (Zel-
le), cKonjugat=400µM (Spritze), HEPES-Puffer.
Ein Vergleich der thermodynamischen Parameter des Peptids 32 mit den Litera-
turwerten zeigt, dass, neben der aufgrund verschiedener Pufferzusammensetzungen
veränderten Affinität, die Variation der experimentellen Konfiguration einen maß-
geblichen Einfluss auf die Entropieänderung des Systems hat (Tabelle 4.15). So weist
die Titration des Peptids in eine verdünnte Lösung der Proteindomäne einen posi-
tiven T∆S-Wert auf. Im Gegensatz dazu stehen die in dieser Arbeit ermittelten
negativen T∆S-Werte bei der Titration des Proteins in eine Konjugatverdünnung.
Die ITC-Messungen mit dem zweiten Bindungsmotiv TEGQpYQPQP führten
zu sehr flachen Bindungsisothermen, die eine Bestimmung der ∆H-Werte unmöglich
machte (Abbildung 4.41). Trotz Veränderung der experimentellen Konfiguration und
Verwendung der maximal möglichen Komponentenkonzentrationen konnte bereits
bei der Titration mit dem Peptid 33 die Form einer sigmoidalen Bindungsisother-
Abbildung 4.41: Korrigierte Bindungsisotherme der Titration von Peptid 33 (5mM)
in GST-Src SH2 (515µM). Bedingungen: 25 ◦C, 30 x 10µl Injektionen,
300 rpm, spacing time: 10min, Phosphat-Puffer.
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me sowie der Wendepunkt nur erahnt werden, was sich in einem schlechten C-Wert
von 0.2 und einem KD-Wert im dreistelligen µM-Bereich widerspiegelte. Aufgrund
der bisherigen Erkenntnisse wurde eine Verschlechterung der Bindungsaffinität beim
Übergang zu den strukturierten Sonden erwartet, auf deren explizite Messung aller-
dings verzichtet und dieses Bindungsmotiv nicht weiter bearbeitet wurde.
4.5.3 ITC-Messungen bei verschiedenen Temperaturen
Mithilfe der ITC-Messungen sollte die Hypothese bestätigt werden, dass die Struk-
turierung auch bei peptidbasierten Sonden, in Analogie zu den DNA-basierten, ei-
ne höhere Diskriminierung ähnlicher Zielmoleküle im Vergleich zu unstrukturierten
Sonden nach sich zieht. Als Parameter für die Einschätzung der Spezifität wurde die
Differenz zwischen den freien Bindungsenthalpieänderungen der Src- und Lck SH2-
Domäne gewählt. Je größer dieser ∆∆G -Wert, desto spezifischer bindet die jeweilige
Sonde die SH2-Domäne der Lck-Kinase (Tabelle 4.16). Im Gegensatz zu den Lite-
Tabelle 4.16: Übersicht der freien Bindungsenthalpieänderungen.
Sequenz ∆G
∆∆G
(H-X-K-PNAI -PQpYEEIPI-PNAII -K-G-NH2) [kcal·mol−1]
X PNAI PNA II Lck SH2 Src SH2 [kcal·mol−1]
16
DD
gttg caac -8.7 -7.8 0.9
18 tttg caaa -9.3 -7.8 1.5
21 gtca ccaa -9.8 -8.0 1.8
32 Ac-PQpYEEIPI-NH2 -9.6 -8.0 1.6
bei 25 ◦C, ∆∆G = ∆GGST−Src SH2 - ∆GGST−Lck SH2.
raturdaten (vglw. Tabelle 4.13) lag generell eine höhere Affinität für die Lck SH2-
Domäne vor, was auf die schlechten Bindungseigenschaften der Src SH2-Domäne in
Phosphat-Puffer zurückzuführen ist. Die experimentellen Ergebnisse wurden trotz-
dem zur weiteren Charakterisierung der PNA-Peptid-Konjugate herangezogen. Die
Messungen bei 25 ◦C zeigten, dass die unstrukturierte Sonde 21 sowie das Peptid
32, entgegen der Erwartung, eine höhere Diskriminierung als das haarnadelförmige
Konjugat 16 zwischen den nah verwandten SH2-Domänen aufwiesen.
Die Untersuchung der Sonde 16 und des Peptids 32 bei verschiedenen Tempera-
turen sollte aufdecken, ob sich die Spezifität umkehrt oder die Probe 16 in einem an-
deren Temperaturbereich eine höhere Selektivität aufweist. Die Experimente wurden
unter analogen Bedingungen bei 20, 30 und 37 ◦C durchgeführt. Die Schmelzkurve
der strukturierten Sonde 16 zeigt, dass sie auch bei 37 ◦C quantitativ als Haarnadel
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vorliegt. Bei den ITC-Messungen mit der Src SH2-Domäne und dem strukturier-
ten Konjugat 16 konnten für 30 und 37 ◦C keine auswertbaren Rohdaten erhalten
werden. Um mehr Datenpunkte zu generieren, wurde somit eine Messung bei 15 ◦C
durchgeführt. Die graphischen Darstellungen der Ergebnisse bezogen auf die Tempe-
ratur zeigten deutliche Unterschiede im Bindungsverhalten der SH2-Domänen (Ab-
bildung 4.42). Allen gemein ist, dass die Bindungsaffinitäten mit sinkender Tempera-
Abbildung 4.42: Temperaturabhängige Auftragung der thermodynamischen Parameter
von (a) GST-Src SH2 und (b) GST-Lck SH2. Der Fit entspricht einer
linearen Regressionsgerade.
tur steigen, was bei der strukturierten Sonde 16 stärker ausgeprägt ist als bei dem
Peptid 32. Die Tendenzen bei den Enthalpie- und Entropieänderungen waren für
die jeweilige Domäne identisch. Bei der Lck SH2-Domäne war für das Konjugat 16
eine Zunahme beider Parameter mit der Temperatur zu verzeichnen. Das Peptid 32
zeigte mit einer Abnahme bei steigender Temperatur einen gegenläufigen Trend. Im
Kontrast dazu standen die Verläufe der linearen Regressionsgeraden bei der Bindung
an die Src SH2-Domäne. Die ∆H- und ∆S-Werte der strukturierten Form 16 sanken
mit erhöhter Temperatur, wohingegen die Bindung des Peptids 32 von der Tempe-
raturveränderung nahezu unbeeinflusst blieb. Die Varianz im Verlauf der Graphen
zeigt, dass sich das Bindungsverhalten der beiden Domänen deutlich voneinander
unterscheidet. Besonders die mit ansteigender Temperatur, zunehmenden ∆H- und
∆S-Werte der Lck SH2-Domäne bei der strukturierten Probe 16 erfordern eine ge-
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naue Untersuchung.
Enthalpie-Entropie-Kompensation
Die zugrundeliegende Ursache der analogen Tendenzen der ∆H- und ∆S-Werte der
jeweiligen Messreihe bezeichnet man als Enthalpie-Entropie-Kompensation. [195,196]
Die Verstärkung einer Bindung (kleinere ∆H-Werte) geht mit der Erniedrigung der
Unordnung im System (kleinere ∆S-Werte) einher, was zu einer nur geringen Be-
einflussung der freien Enthalpie des Systems führt. Aus der Abbildung 4.43 der
thermodynamischen Parameter der Bindung von Sonde 16 an die Src SH2-Domäne
geht hervor, dass mit einer Erhöhung des Enthalpieterms (∆H) ein Anstieg des
Entropieterms (-T∆S) verbunden ist. Des Weiteren wird ersichtlich, dass ∆G über
den betrachteten Temperaturbereich maßgeblich von dem Enthalpieterm bestimmt
wird, wodurch dennoch leichte Unterschiede in der Änderung der freien Enthalpie
entstehen.
Abbildung 4.43: Vergleich des Enthalpie- (X=∆H) und Entropieterms
(X= -T·∆S) und ihr Beitrag zur freien Enthalpieänderung des Systems
(∆G) am Beispiel der Bindung von 16 an die GST-Src SH2-Domäne.
Selektivität bzgl. der SH2-Domänen
Um Aussagen über die Diskriminierungseigenschaften der strukturierten (16) und
unstrukturierten Sonde (32) gegenüber den SH2-Domänen zu treffen, wurden die
jeweiligen ∆G-Werte gegen die Temperatur aufgetragen und die Differenzen ∆∆G
von 16 und 32 bei verschiedenen Temperaturen betrachtet (Abbildung 4.44). Es
ist auch hier zu beachten, dass, trotz der verwendeten Src SH2-spezifischen Erken-
nungssequenz, über den gesamten, untersuchten Temperaturbereich eine höhere Se-
lektivität der Sonden für die Lck SH2-Domäne vorlag. Es wurde angenommen, dass
die aufgeführten Tendenzen unter Vernachlässigung der Absolutwerte trotzdem Gül-
tigkeit besitzen. Mit erhöhter Temperatur sank die Selektivität des Peptids 32 ge-
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Abbildung 4.44: Graphische Darstellung der Temperaturabhängigkeit von ∆G der
Src SH2- (- - -) und Lck SH2-Domäne () und der Differenz ∆∆G =
∆GGST−Src SH2 - ∆GGST−Lck SH2 der Sonden 16 und 32.
genüber der Lck SH2-Domäne, wohingegen die der strukturierten Sonde 16 deutlich
anstieg. Ab einer Temperatur von 33 ◦C wies das Konjugat 16 eine höhere Diskri-
minierungseigenschaft als das Peptid 32 auf. Dies unterstreicht einen Vorteil der
strukturierten PNA-Peptid-Konjugate bei der Verwendung in der Proteindetektion.
Die meisten biologischen Untersuchungen werden bei einer Temperatur von 37 ◦C
durchgeführt, bei der die haarnadelstrukturierte Sonde laut diesen Ergebnissen eine
größere Selektivität besitzt.
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5.1 Zusammenfassung
Die Entwicklung von sensitiven Sonden für die direkte und selektive Detektion von
Proteinen in biologischen Proben ist ein Schwerpunkt der Proteinwissenschaften. Vor
allem die Anwendung der Quantifizierung von Proteinen in der medizinischen Dia-
gnostik nimmt dabei einen hohen Stellenwert ein. [14] Haarnadelförmige, fluorogene
PNA-Peptid-Konjugate, sogenannte Hairpin Peptide Beacons (HPBs), deren zentra-
les Peptidsegment als Erkennungssequenz für das Zielmolekül fungiert und von zwei
zueinander komplementären PNA-Segmenten flankiert ist (Abbildung 5.1), bieten
die Möglichkeit das Zielmolekül in einem homogenen Verfahren in Echtzeit nachzu-
weisen. Im ungebundenen Zustand findet aufgrund der erzwungenen Proximität von
Abbildung 5.1: Allgemeiner Aufbau der haarnadelförmigen, fluorogenen PNA-Peptid-
Konjugate: (a) terminal markierter, (b) sequenzintern markierter HPB
und (c) monomerbasierter, (d) excimerbasierter IS-HPB.
Donor und Akzeptor eine effiziente Energieübertragung statt, die das Hintergrund-
signal der Fluoreszenzsonde in Abwesenheit des Zielmoleküls minimiert. Ein Anstieg
der Donoremission wird durch die Öffnung der doppelhelikalen PNA-Stammregion
infolge der Wechselwirkung mit dem Zielmolekül induziert (Abbildung 5.2). Der
Donorfluorophor wird dabei vom Akzeptorchromophor separiert, wodurch eine ef-
fiziente Energieübertragung unterbrochen wird. Die bisher untersuchten terminal
markierten PNA-Peptid-Konjugate (Abbildung 5.1 a) erreichten mit einer maximal
12-fachen Signalverstärkung bei der Detektion der Src SH2-Domäne in Puffer [23,183]
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Abbildung 5.2: Anstieg der Donoremission infolge der Wechselwirkung mit dem Ziel-
molekül am Beispiel des excimerbasierten IS-HPBs (a) durch reversible
Assoziation an und (b) irreversible Spaltung durch das Zielmolekül.
eine Responsivität, die weit unter der von strukturanalogen Molecular Beacons in
der Untersuchung von Nukleinsäuren liegt. [2426]
In dieser Arbeit gelang es, eine neue Sondenarchitektur der fluorogenen, haarna-
delförmigen PNA-Peptid-Konjugate für eine sensitive Untersuchung von Proteinen
und Proteaseaktivitäten zu entwickeln. Zur Steigerung der Responsivität wurden
die Bewegungsfreiheitsgrade der Chromophore in einer veränderten Sondenstruktur
eingeschränkt. Der vermutete, signalreduzierende Energietransfer im proteingebun-
denen Zustand sollte dadurch unterbunden werden. Die verwendeten Sondentypen
unterschieden sich in der Art und Anbindung der signalgebenden Moleküle (Abbil-
dung 5.1). Auf Basis des FAM-Dabcyl-Paares wurde, neben der terminal markierten
Sonde (a,) ein sequenzintern markierter HPB (b) untersucht. Außerdem wurde mit
den In-Stem Hairpin Peptide Beacon (IS-HPB) (c) ein alternatives Sondensystem
entwickelt. Hierbei wurde der Fluorophor Pyren und der Dark Quencher Anthra-
chinon in die PNA-Stammregion integriert und fungierten als Pseudonukleobasen.
Durch den Einbau einer zweiten benachbarten Pyreneinheit (d) war es möglich die
Excimeremission des Pyrens für die Detektion zu nutzen. Diese zeichnet sich durch
eine hohe Stokes-Verschiebung (∼ 140 nm) und eine lange Fluoresezenzlebensdauer
(∼ 40-60 ns) aus, die die Anwendung von zeitaufgelösten Fluoreszenzmethoden für
die Detektion in autofluoreszenten, komplexen, biologischen Medien erlaubt.
Die Responsivität der PNA-Peptid-Konjugate wurde anhand zweier unterschied-
licher, proteinbasierter Modellsysteme untersucht. Zum einen wurden die SH2-Do-
mänen der Src- und Lck-Kinase verwendet. Die Bindung an die Proteindomäne
zwingt die Sonde in eine gestreckte Konformation und öffnet die Haarnadelstruk-
96
5.1 Zusammenfassung
tur (Abbildung 5.2 a). Dieser Bindungsvorgang verläuft reversibel und die Sonde
bleibt dabei intakt. Zum anderen kam ein extrazellulärer Biomarker für die Progres-
sion von Tumoren, die Matrix-Metalloprotease 7 (MMP-7), zum Einsatz, um die
Eigenschaften im Zuge einer destruktiven, irreversiblen, enzymatischen Spaltung zu
analysieren (Abbildung 5.2 b).
Sämtliche Sonden wurden an einem polymeren Träger unter Verwendung diver-
ser Synthesestrategien, die sich in der Art der Schutzgruppenchemie unterschieden,
hergestellt. Um einen Einblick in die fluoreszenzspektroskopischen Eigenschaften der
neuartigen Markierungsmethode der IS-HPBs zu gewinnen, wurden zahlreiche Se-
quenzen synthetisiert, die in der Länge der PNA-Segmente I und II, in der Art der
Chromophor flankierenden PNA-Basenpaarungen und in der Anbindung des Fluo-
rophors variierten (Abbildung 5.3 a). Der abasische Spacer (S, 40, Abbildung 5.3 b)
Abbildung 5.3: (a) Allgemeiner Aufbau der IS-HPBs. X=N -terminale Aspartatmodifi-
kation, F=Fluorophor, Q=Quencher. (b) Struktur des Spacers (40).
wurde gegenüber den Chromophoreinheiten eingebaut, um durch die reißverschluss-
artige Anordnung eine extrahelikale Anordnung des Anthrachinons zu erschweren
und die Bildung einer stabilen, doppelhelikalen Struktur zu begünstigen.
Die verschiedenen Sondentypen wurden mithilfe statischer Fluoreszenzmessun-
gen bezüglich ihrer Hintergrundfluoreszenz F0 und der Responsivität F/F0 in Anwe-
senheit der SH2-Domänen charakterisiert. Die sequenzinterne Markierungsmethode
führte zu einer erheblich reduzierten Hintergrundfluoreszenz im Vergleich zu der
terminalen Markierung und der Peptidsonde. Trotzdem konnte nur eine minimale
Verbesserung der Responsivität bei der Detektion von SH2-Domänen erreicht wer-
den (Sonden 34, 35 in Abbildung 5.4). Bei der Untersuchung der IS-HPBs mithilfe
von thermischen Denaturierungsexperimenten wurde deutlich, dass eine stabilere
Haarnadelstruktur, aufgrund der verstärkten Effizienz der Energieübertragung zwi-
schen Fluorophor und Quencher, mit einer erniedrigten Hintergrundfluoreszenz in
Abwesenheit des Zielproteins einherging (z. B. pentamere IS-HPBs 58-60 in Abbil-
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Abbildung 5.4: Eigenschaften einer Auswahl an SH2-spezifischen Sonden, u. a. Hinter-
grundfluoreszenz, Schmelztemperatur und Signalanstieg bei der Bin-
dung durch Src SH2 und bei der enzymatischen Spaltung infolge der Be-
handlung mit CIP. Illustriert sind jeweils die Stammregionen. Peptid =
PQpYEEIPI.
dung 5.4). Jedoch resultierte dies nicht in erhöhten Signalanstiegen bei der Bindung
durch die SH2-Domänen. Im Gegenteil, eine zunehmende Stabilität korrelierte bei
bauähnlichen Sonden mit einem Verlust an Responsivität. Wahrscheinlich konn-
te, trotz erheblicher Einschränkung der Flexibilität durch die sequenzinterne und
stamminterne Markierung, eine Interaktion zwischen Fluorophor und Quencher im
proteingebundenen Zustand nicht unterbrochen werden. Des Weiteren kann eine
zusätzliche Löschung der Fluorophoremission durch die Aminosäuren der Proteino-
berfläche nicht ausgeschlossen werden.
In weiterführenden Experimenten mit den SH2-spezifischen IS-HPBs sollte der
maximale Fluoreszenzanstieg infolge einer enzymatischen Spaltung ermittelt werden.
Die Sonden wurden dafür zunächst mit der alkalischen Phosphatase (CIP, isoliert
aus dem Kälberdarm) inkubiert, um eine Spaltstelle für die Protease Chymotrypsin
zu generieren. Es zeigte sich nach der Auswertung der Fluoreszenzspektren, dass
die Sonden bereits quantitativ gespalten wurden. Die Phosphatase enthielt Verun-
reinigungen, die anhand von Massenspektren der Spaltprodukte diversen Proteasen
zugeordnet werden konnten. Die durch die enzymatische Spaltung erzielten Signalan-
stiege waren deutlich höher als bei der Bindung an die SH2-Domäne (Abbildung 5.4)
und korrelierten mit der Höhe der intramolekularen Schmelztemperatur bei analo-
ger Sequenzumgebung der Chromophore (Abbildung 5.4, z. B. 58+60 und 66+67).
Besonders die excimerbasierten IS-HPBs 66 und 67 zeigten ihr Potential als sen-
sitive Reporter mit den höchsten Signalanstiegen bei quantitativer Spaltung. Eine
98
5.1 Zusammenfassung
intermolekulare Duplexbildung der kurzen PNA-Segmente konnte durch thermische
Denaturierungsexperimente mit den Spaltprodukten ausgeschlossen werden. Weiter-
hin hatten die Fluorophor-flankierenden PNA-Monomere einen erheblichen Einfluss
auf die Fluoreszenzintensität im geöffneten Zustand und damit auf den Signalan-
stieg. So wies bspw. Sonde 59, trotz des höheren TM -Wertes, eine verringerte Si-
gnalsteigerung im Spaltungsexperiment als die Sonde 58 auf, was auf Löscheffekte
der benachbarten c-Monomere zurückzuführen ist.
Die Entwicklung von Sonden für die Untersuchung der extrazellulären Bio-
markers MMP-7 erfolgte auf Basis der gesammelten Erkenntnisse der SH2-spezifischen
IS-HPBs. Es wurden excimerbasierten Sonden generiert, die sich durch den Einbau
von Aminosäurelinkern in der Flexibilität des Peptidsegments und in der Stabilität
des intramolekularen Duplexes unterschieden. Diese wurden zunächst mit einem sta-
tischen Fluoreszenzassay imWell Plate-Format auf ihre Fluoreszenzresponsivität im
wässrigen Puffer geprüft (Abbildung 5.5). Mit den IS-HPBs konnten bis zu 49-fache
Abbildung 5.5: Auswahl an Ergebnissen der MMP-7-Detektion in Puffer. (a) Fluores-
zenzspektren nach 24 h mit () & ohne (- - -) Zusatz von 25 nM MMP-7.
(b) Zeitliche Veränderung des normierten Signalanstiegs bei 37 ◦C. (b)
Ermittelte halbmaximale Spaltungszeiten & Signalanstiege der Fluores-
zenzspektren bei 25 ◦C nach 24 h Inkubation mit 25 nM MMP-7.
Signalanstiege nach 24-stündiger Inkubation mit der Protease erzielt werden (Abbil-
dung 5.5 a). Die Peptidsonde 82 zeigte im Vergleich eine geringfügige Signaländerung
bei der Spaltung durch die Protease. Mit dem Einbau von Linkern, wie Aminohex-
ansäure (IS-HPB 74) oder ß-Alanin (IS-HPB 75), der N -terminalen Modifikation
mit drei Aspartat-Einheiten und dem Einbau von Spacer -Einheiten konnte die Ge-
schwindigkeit der enzymatischen Spaltung ohne einen Verlust an Responsivität um
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das 5-fache im Well Plate-Assay gesteigert werden (Abbildung 5.5 b, c).
In weiterführenden Untersuchungen gelang unter Verwendung von zeitaufgelös-
ten Messmethoden die Detektion des Biomarkers MMP-7 in autofluoreszenten, bio-
logischen Medien (Abbildung 5.6). [197] Im Zellmedium DMEM* konnte eine MMP-
Abbildung 5.6: TCSPC-Histogramme der MMP-7-Detektion in komplexen, biologischen
Medien am Beispiel von Sonde 74. Histogramme nach 24 h Inkubation
mit () und ohne () MMP-7-Zusatz in (a) Zellmedium DMEM* und
(b) Humanserum. DMEM*=DMEM komplettiert durch 10% FCS &
1% Antibiotika. Die Schraffur zeigt den integrierten Bereich an, dessen
Zahlenwert oben angegeben ist.
7-Konzentration von 0.5 nM mit einem 20-fachen Signalanstieg nach 24 h detektiert
werden (Abbildung 5.6 a). Nach 4 h sowie bei einer reduzierten MMP-7-Konzentration
von 0.1 nM konnte ein qualitativer Nachweis mit einer 1µM Sondenkonzentration
erbracht werden. Des Weiteren wurde nach Variation der Versuchsbedingungen eine
MMP-7-Konzentration von 1 nM in Humanserum mit einem deutlichen, fast 4-fachen
Signalunterschied zur Blindprobe detektiert (Abbildung 5.6 b). Dies entspricht ei-
nem kritischen Grenzwert in der Bewertung der Progression von Darmkrebs [54] und
untermauert die Einsetzbarkeit der Sonde in der Diagnostik.
Es wurden erstmalig thermodynamische Parameter der Bindung von PNA-
Peptid-Konjugaten an SH2-Domänen mithilfe der Isothermen Titrationskalorimetrie
gemessen und in Relation zu dem sequenzgleichen Peptid gesetzt. Es deutete sich
dabei das Vorhandensein einer zusätzlichen Wechselwirkung der PNA-Segmente mit
der Proteindomäne an, die sich in kleineren Enthalpieänderungen im Vergleich zu
den Peptidsonden zeigte. Die Selektivitätssteigerung infolge der Strukturierung der
PNA-Peptid-Konjugate konnte anhand der thermodynamischen Untersuchungen bei
25 ◦C nicht belegt werden. Die ITC-Experimente bei verschiedenen Temperaturen
offenbarten jedoch, dass ab einer Temperatur von 33 ◦C die strukturierte Sonde bes-
ser zwischen den nah verwandten SH2-Proteindomänen der Src- und Lck-Kinase
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diskriminieren kann, was für eine Verwendung in zellbasierten Assays förderlich sein
kann.
Zusammenfassend konnte die Responsivität bei der fluoreszenzspektroskopi-
schen Untersuchung von Proteinen mit peptidbasierten Sonden durch die neue Archi-
tektur der IS-HPBs gesteigert werden. Die Verwendung der Excimeremission ermög-
lichte die direkte Detektion kleinster Konzentrationen im einstelligen nM-Bereich des
Zielmoleküls in komplexen, biologischen Medien mit einer Sondenkonzentration von
1µM und bekräftigte eine Anwendbarkeit in der medizinischen Diagnostik. Weiter-
hin wurden erste Hinweise mithilfe thermodynamischer Untersuchungen erhalten,
dass die Strukturierung einer peptidbasierten Sonde zu einer erhöhten Selektivität
beiträgt.
5.2 Ausblick
Mit den fluorogenen IS-HPBs wurde ein neues Werkzeug für die Proteinuntersu-
chung entwickelt, das sich besonders für die sensitive Detektion von proteolytischen
Zielmolekülen eignet. Unter Verwendung des Excimer-bildenden Fluorophors Py-
ren gelang in zeitaufgelösten Fluoreszenzmessungen der Nachweis kleinster Konzen-
trationen in komplexen, biologischen Medien (0.1 nM MMP-7 in Zellmedium, 1 nM
MMP-7 in Humanserum). Bisherige Untersuchungen wurden in Fluoreszenzküvetten
durchgeführt. In weiterführenden Experimenten könnte ein Assay entwickelt werden,
der die simultane Untersuchung vieler Proben im Well Plate-Format gestattet. Des
Weiteren sollte die Selektivität der MMP-7-spezifischen IS-HPBs mithilfe verwand-
ter Matrix-Metalloproteasen getestet werden.
Der Nachweis anderer Proteasen ist ohne Weiteres durch den Austausch der
zentralen Erkennungssequenz möglich und bedarf gegebenenfalls nur geringfügiger
Veränderung der Sequenzen der PNA-Segmente, um eine stabile Haarnadelstruktur
zu gewährleisten. Weiterhin wäre eine Erweiterung durch ein zweites Fluorophor-
Quencher-System in der PNA-Stammregion denkbar, das durch mehrere Basen-
paarungen vom ersten getrennt ist, um eine Wechselwirkung untereinander aus-
zuschließen. Dadurch könnte die Sensitivität der Sonden infolge der gesteigerten
Signalintensität bei der Prozessierung der Sonde deutlich erhöht werden. Dies erfor-
dert allerdings eine Verlängerung der PNA-Stammregion, wodurch die Herstellung
verschiedener Sequenzen mit unterschiedlichen Basenpaarungen und erneute Unter-
suchung der Haarnadelstabilität durch thermische Denaturierungsexperimente not-
wendig werden.
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Der Einsatz von alternativen fluorogenen, polyzyklischen aromatischen Kohlen-
wasserstoffen, die in der Lage sind als Pseudonukleobasen zu fungieren und an der
Basenstapelung im Duplex teilzunehmen, wäre ebenfalls erstrebenswert. So zeichnet
sich z. B. das Perylen durch eine Anregung im visuellen Bereich (λex=425 nm) aus,
wodurch eine Detektion mit statischen Fluoreszenzmethoden in biologischen Medien
ermöglicht wird. Zusätzlich erlaubt dieses Fluorophor eine Auslesung im visuellen
Bereich bei einer Wellenlänge von 460 nm für die Monomeremission und 550 nm für
die Excimeremission.
Eine tiefgründigere Untersuchung der zugrundeliegenden Triebkraft der Bin-
dung von PNA-Peptid-Konjugaten an Proteine würde zu einem Verständnis der
unterschiedlichen thermodynamischen Daten beitragen, die durch die Untersuchung
von Konjugaten verschiedener Haarnadelstabilität in dieser Arbeit erhalten wurden.
Es könnte bspw. ein zyklisches PNA-Peptid-Konjugat, welches an den Termini über
eine Disulfidbrücke verknüpft ist, thermodynamisch untersucht werden. Durch die
Behandlung mit reduzierenden Agenzien, wie TCEP, kann das Konjugat in eine of-
fene Form überführt und direkt mit dem geschlossenen Konjugat verglichen werden.
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6.1 Messgeräte und Hilfsmittel
Chemikalien
Die Fmoc-geschützten PNA-Monomere (Fmoc-t-Aeg-OH, Fmoc-c(Bhoc)-Aeg-OH,
Fmoc-a(Bhoc)-Aeg-OH, Fmoc-g(Bhoc)-Aeg-OH) wurden von Link Technologies
und die Boc-geschützten PNA-Monomere (Boc-t-Aeg-OH, Boc-c(Z)-Aeg-OH,
Boc-a(Z)-Aeg-OH, Boc-g(Z)-Aeg-OH) von ASM Research Chemicals bezogen. Die
Fmoc-geschützten Aminosäuren wurden bei NeoMPS, BioSolve, IRIS Biotech
(Fmoc-K(Mmt)-OH) und Novabiochem (Fmoc-K(Alloc)-OH) erworben. Die Ami-
nosäurebausteine Fmoc-K(Dabcyl)-OH [198] und Fmoc-Y(PO(NMe2)2)-OH [199] wur-
den in der Arbeitsgruppe Seitz nach literaturbekannten Methoden hergestellt. Die
polymeren Trägermaterialien für die Festphasensynthese wurden von Novabiochem
(MBHA, 1.2mmol·g−1) und Rapp Polymers (Tentagel R RAM, 0.19mmol·g−1) bezo-
gen. Die Kupplungsreagenzien PyBOP, HCTU, HBTU und HOBt wurden bei Chem-
cube und Novabiochem erworben. Für die PNA-Peptid-Konjugatsynthese wurden
Lösungsmittel (DMF, NMP) mit einem geringen Wasseranteil (< 0.03%) verwendet.
Die Chromophore wurden von Sigma Aldrich (1-Pyrenessigsäure, Anthrachinon-2-
carbonsäure) und Alfa Aesar (1-Pyrenbuttersäure) bezogen. Weitere Chemikalien
stammten von Acros Organics, Sigma Aldrich, Merck und ABCR. Das Wasser wur-
de mit einer Reinstwasseranlage der Firma membraPure aufbereitet. Für die chro-
matographischen Methoden wurde MeCN mit HPLC-Reinheitsgrad (= 99.9%) der
Firma VWR verwendet.
Die molekularbiologischen Materialien wurden vorwiegend von Roth, Biochrom,
AppliChem und VWR bezogen. Das Humanserum (AB, männlich) wurde bei Sigma
Aldrich, das Enzym MMP-7 bei Calbiochem und das Zellmedium DMEM, sowie die
antibiotischen Zusätze Penicillin/Streptomycin bei Life Technologies erworben. Das
Enzym CIP (120.4 U·mg−1) wurde von AppliChem bezogen.
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6.1.1 Chromatographische Methoden
(Semi)präparative HPLC
Die synthetisierten Oligomere wurden mit einem Agilent 1100 Series-System gerei-
nigt. Als Trennsäule wurde bei kleinen Syntheseansätzen (2-5µmol) eine RP-C18A
Polaris-Säule (5µm Partikel, 250 x 10mm, 220Å Porengröße) der Firma Varian mit
einer Flussrate von 6ml·min−1 benutzt. Für große Ansätze (10-30µmol) wurde als
Trennsäule eine Nucleodur C18 Gravity-Säule (5µm Partikel, 250 x 21mm, 110Å
Porengröße) der Firma Machery-Nagel mit einer Flussrate von 15ml·min−1 verwen-
det. Die Detektion und Fraktionssammlung erfolgte mithilfe eines Multiwellenlän-
gendetektors bei λ=210 nm für die Peptide und bei λ=260 nm für die PNA-Peptid-
Konjugate. Die linearen Laufmittelgradienten verliefen über einen Zeitraum von 30
Minuten.
Die Elution bei der (semi)präparativen und analytischen HPLC erfolgte mit
folgenden Laufmittelzusammensetzungen und den jeweils aufgeführten Gradienten:
A 98.9% H2O, 1% MeCN, 0.1% Säure (Agilent: HCOOH, Merck Hitachi: TFA)
B 98.9% MeCN, 1% H2O, 0.1% Säure (Agilent: HCOOH, Merck Hitachi: TFA)
Analytische Chromatographie
Die Rohprodukte aus der Festphasensynthese, Testabspaltungen und synthetisierte
Monomere wurden mit dem Agilent 1100 Series-System untersucht. Die Detektion er-
folgte mit einem UV/Vis-Detektor (λ=210 bzw. 260 nm) und einem VL-Quadrupol
Massenspektrometer. Für die Monomere wurde eine RP-C18 Gravity-Säule (3µm
Partikel, 12.5 x 2mm, 130Å Porengröße) der FirmaMacherey-Nagel mit einer Fluss-
rate von 1ml·min−1 verwendet. Für die Oligomere wurde eine RP-C18A Polaris-
Säule (3µm Partikel, 12.5x2mm, 220Å Porengröße) der Firma Varian mit einer
Flussrate von 0.3ml·min−1 benutzt. Die Säulen wurden vor jedem Lauf auf 55 ◦C
temperiert. Die linearen Laufmittelgradienten verliefen über einen Zeitraum von 20
Minuten.
Die Analyse der gereinigten PNA-Peptid-Konjugate erfolgte zum einen mithil-
fe des Elite LaChrom-Systems der Firma Merck-Hitachi unter Verwendung eines
Dioden-Array-Detektors. Es wurde eine auf 55 ◦C temperierte RP-C18A Polaris-
Säule (5µm Partikel, 250 x 4.6mm, 220Å Porengröße) der Firma Varian mit ei-
ner Flussrate von 1ml·min−1 benutzt. Die linearen Laufmittelgradienten verliefen
über einen Zeitraum von 20 Minuten. Des Weiteren wurde ein AcquityTM UPLC-
System von Waters mit einer auf 50 ◦C temperierten BEH C18-Säule (1.7µm Parti-
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kel, 50 x 2.1mm, 130Å Porengröße) vonWaters bei einer Flussrate von 0.5ml·min−1
verwendet. Die linearen Laufmittelgradienten verliefen über einen Zeitraum von
4 Minuten.
Säulenchromatographie
Die säulenchromatographische Reinigung der Monomere und deren Zwischenstu-
fen wurde unter Verwendung von Kieselgel (0.035-0.070mm, 60Å) der Firma Acros
durchgeführt. Die organischen Lösungsmittel für eine säulenchromatographische Rei-
nigung wurden vor der Verwendung destilliert.
Dünnschichtchromatographie
Es wurden Kieselgelplatten mit Fluoreszenz-Indikator (Kieselgel 60 F254) der Firma
Merck verwendet. Die Detektion erfolgte mit UV-Licht der Wellenlängen λ=254 nm
und λ=366 nm, sowie durch folgende Anfärbereagenz: 300mg Ninhydrin, 100ml
n-Butanol, 3ml Essigsäure.
Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC)
Die Isolierung der GST-Fusionsproteine aus dem Zelllysat erfolgte mit einem Äkta
Chromatographie-System von Amersham Biosciences. Je nach Proteinmenge wur-
den mehrere 5ml große GSTrap HP-Säulen von GE Healthcare mit je einer maxi-
malen Bindungskapazität von 10mg·ml−1 in Reihe geschaltet. Das Chromatogramm
wurde anhand der Absorption bei 280 nm aufgezeichnet. Gleichzeitig wurde neben
dem Systemdruck die Leitfähigkeit des Durchflusses gemessen.
6.1.2 Spektroskopische Methoden
Kernspinresonanz-Spektroskopie
Sämtliche NMR-Spektren (1H, APT) wurden mit dem Bruker -DPX-500 NMR-Spek-
trometer aufgenommen. Als Referenzsignale dienten die entsprechenden Lösungsmit-
telsignale. Die Auswertung erfolgte mit dem Programm Mest-ReC. Die chemischen
Verschiebungen δ sind in ppm aufgeführt. Die Signalmultiplizitäten sind mit s =
Singulett, d = Dublett, t = Triplett und m = Multiplett angegeben. Die Kopp-
lungskonstante J ist in Hertz (Hz) angegeben.
Massenspektrometrie
Von den synthetisierten, modifizierten PNA-Monomeren Fmoc-Aeg(Boc)-OH (38),
Fmoc-Aeg(Alloc)-OH (39) und Fmoc-Aeg(Ac)-OH (40) wurden hochaufgelöste Mas-
senspektren mit einem Thermo-Electron-LTQ-FT-ICR-Massenspektrometer der Fir-
ma ThermoElectron gemessen. Die Ionisation wurde durch Elektrospray erzielt. Die
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Signale wurden in Verhältnissen von Masse zu Ladung (m/z) angegeben.
Die Aufnahme der ESI-MS-Spektren erfolgte mit einem VL-Quadrupol Massen-
spektrometer infolge der chromatographischen Analyse. Die gefundenen Molmassen
wurden aus den mehrfach geladenen Ionen unter Verwendung der Deconvolution-
Funktion der Software Agilent Chemstation errechnet. Die theoretischen Werte wur-
den mithilfe des Oligo Tools [200] ermittelt.
Die MALDI-Massenspektren wurde mithilfe einer Voyager DETM Pro Biospec-
trometry Workstation von PerSeptive Biosystems mit folgenden Parametern auf-
genommen: Anregung mit Stickstoff-UV-Laser (λ=337 nm), Beschleunigungsspan-
nung 25 000V, Gitterspannung: 95%, Guide Wire: 0.05%, Delay Time: 500 ns, 50
Schüsse/Spektrum. Als Matrix wurde eine 10mg·ml−1 Lösung von Sinapinsäure in
H2O:MeCN (1:1, v:v) verwendet. Die Auswertung der Massenspektren wurde mit
dem Programm Data ExplorerTM durchgeführt.
UV/Vis-Spektroskopie
Die Beladung der Harze, sowie die Überprüfung der Kupplungseffizienz der manuel-
len Festphasensynthese wurde mit einem SmartSpecTM Plus Spektrophotometer der
Firma Bio-Rad in 1ml-Küvetten (114-QS, 10 x 4mm von Hellma) unter Verwendung
der Gleichung 6.1 ermittelt. Dafür wurde die Absorption des Dibenzofulven-Addukts
(ε300nm = 7800 M−1·cm−1) in 1ml Fmoc-Abspaltlösung gemessen. Die Probenlösung
wurde bei Bedarf mit einem Piperidin/DMF-Gemisch (4:1, v:v) verdünnt, so dass
die Absorption im linearen Bereich von 0.1-1.0 lag.
A300nm = c · d · ε300nm (6.1)
Die Konzentrationsbestimmung der Peptid-PNA-Konjugat-Stammlösungen er-
folgte über die Absorptionsmessung bei 260 nm mithilfe des Mikrovolumenphoto-
meters ND-1000 der Firma peqLab Biotechnologie GmbH. Der entsprechende molare
Extinktionskoeffizient wurde additiv aus den molaren Extinktionskoeffizienten der
PNA-Monomere aus den Vorgaben der Firma Panagene [201] und aus den selbst er-
mittelten für Pyren und Anthrachinon berechnet. Dabei wurde die Absorption des
Peptid-Fragments vernachlässigt. Die Chromophore FAM und Dabcyl wurden wie
ein zusätzliches t-Monomer behandelt. Die Konzentration der unmarkierten Peptid-
Stammlösungen wurde über die Absorptionsmessung bei 214 nm mithilfe eines Cary
100 Bio UV-Spektrometers der Firma Varian in 1ml-Küvetten (114-QS, 10 x 4mm
von Hellma) bestimmt. Der jeweilige molare Extinktionskoeffizient wurde anhand
von Literaturdaten errechnet. [202] Für die Konzentrationsbestimmung der markier-
ten Peptid-Stammlösungen wurde der Mikrovolumenphotometer ND-1000 der Fir-
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ma peqLab Biotechnologie GmbH und der Extinktionskoeffizient der Chromophore
verwendet.
PNA-Monomere a: ε260nm = 13700 M−1·cm−1
g: ε260nm = 11700 M−1·cm−1
c: ε260nm = 6600 M−1·cm−1
t: ε260nm = 8800 M−1·cm−1
Chromophore FAM: ε492nm = 78000 M−1·cm−1
1-Pyrenessigsäure: ε260nm = 15080 M−1·cm−1
1-Pyrenbuttersäure: ε260nm = 12510 M−1·cm−1
Anthrachinon-2-carbonsäure: ε260nm = 29960 M−1·cm−1
Die thermischen Denaturierungsexperimente wurden in einem entgasten, Ar-ge-
sättigten, wässrigen Puffersystem (140mM NaCl, 10mM Na2HPO4, 2mM KH2PO4,
pH 7.4) durchgeführt. Dabei wurden die Proben zunächst auf 90 ◦C mit einer Heiz-
rate von 10K·min−1 erhitzt und wieder auf 20 ◦C abgekühlt. Anschließend wurde
dreimal die Absorption bei 260 nm über einen Bereich von 20 bis 90 ◦C mit einer
Heizrate von 0.5K·min−1 gemessen. Für die PNA-Peptid-Konjugate mit einer gerin-
gen Stabilität der Haarnadelstruktur wurde die Starttemperatur auf 12 ◦C reduziert.
Die Bestimmung der Schmelztemperaturen TM erfolgte anhand des Maximums der
ersten Ableitung der Schmelzkurven. Um eine intermolekulare Hybridisierung aus-
zuschließen, wurden Proben verschiedener Konzentrationen gemessen. Es wurden
vorwiegend folgende Konzentrationen verwendet: 10, 7.5, 5, 2.5 und 1.25 µM.
Statische Fluoreszenzspektroskopie
Die Aufnahme der Fluoreszenzspektren und -kinetiken erfolgte in 200µl Fluoreszenz-
küvetten (105.250-QS, 10 x 2mm von Hellma) mit einem Cary Eclipse Fluoreszenz-
Spektrometer der Firma Varian. Als Messmedium wurde entsprechend des Ziel-
moleküls ein entgaster, mit Argon gesättigter, wässriger Puffer verwendet (SH2-
Domänen: 20mM NaH2PO4, 100mM NaCl, 2mM DTT, pH 7.4; MMP-7: 10mM
HEPES, 150mM NaCl, 5mM CaCl2, 0.05% (w/v) CHAPS, pH 7.4). Die Messpa-
rameter wurden entsprechend der Farbstoffkombination variiert:
FAM-Dabcyl: λex = 485 nm, λem = 500-700 nm
Pyr-Pyr: λex = 340 nm, λem = 360-600 nm.
Vor jeder Anwendung wurden die Mutterlösungen der Sonden auf mindestens 80◦C
erhitzt und langsam auf 25◦C abgekühlt, um eine fehlerfreie Hybridisierung zu ge-
währleisten. Die Schlitzbreiten wurden entsprechend der verwendeten Konzentration
und Konjugate angepasst.
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Die kinetischen Fluoreszenzmessungen im Well Plate-Format wurden mit dem
VictorTM X5Multilabel Plate Reader der Firma PerkinElmer in einem OptiPlate384
von Greiner mit folgenden Parametern durchgeführt: λex=355 nm, λem=460 nm,
1.0 s Messzeit, Lichtenergie 1401.
Die Aufnahme von Fluoreszenzspektren im Well Plate-Format erfolgte mit dem
Plate Reader SynergyMx der Firma BioTek in einem OptiPlate384 von Greiner
mit folgenden Parametern: λex=340 nm, λem=360-600 nm in 1 nm-Schritten, 9 nm
Schlitzbreiten, normale Lesegeschwindigkeit, 8mm Lesehöhe, Verstärkung 100.
Die thermischen Denaturierungsexperimente wurden in 1ml Fluoreszenzküvet-
ten (114F-QS, 10 x 4mm vonHellma) mit entgastem, Ar-gesättigtem Puffer (140mM
NaCl, 10mM Na2HPO4, 2mM KH2PO4, pH 7.4 oder 10mM HEPES, 150mM NaCl,
5mM CaCl2, 0.05% (w/v) CHAPS, pH 7.4) durchgeführt. Um eine intermolekulare
Hybridisierung auszuschließen, wurden Proben verschiedener Konzentrationen (4, 2,
1 und 0.5 µM) gemessen.
Zeitaufgelöste Fluoreszenzspektroskopie
Die zeitaufgelösten Fluoreszenzmessungen erfolgten mit einem FLS920 Fluoreszenz-
spektrometer von Edinburgh Instruments und der EPLED-280 (40µW) von Edin-
burgh Photonics als Anregungsquelle bei einer Wiederholungsrate von 1MHz in
Fluoreszenzküvetten (105.250-QS, 10 x 2mm von Hellma). Die Abklingkurven wur-
den bei 25 ◦C mit einem Mikrokanal-Detektor (4096 Kanäle im Zeitbereich von 1µs)
und einem Monochromator mit Vis-Gitter bei einer Wellenlänge von λem=480 nm
mit einer Schlitzbreite von 20 nm aufgenommen. Die Rohdaten wurden mit dem
Programm F900 (Edinburgh Instruments) aufgezeichnet und mit Microsoft Excel
2010 ausgewertet. Dabei wurde die Basislinie (t= 500-1000 ns) von den Einzelwer-
ten subtrahiert und der Anfangsimpuls auf t= 0 ns gesetzt, bevor die logarithmische
Auftragung gegen die Zeit erfolgte. Die Fluoreszenzlebensdauer τ wurde mithilfe
dem Programm FAST von Edinburgh Instruments bestimmt. Die Fluoreszenzinten-
sität wurde aus dem Integral der Werte in einem bestimmten Zeitintervall ermittelt.
Als Messmedium wurde ein entgaster, mit Argon gesättigter, wässriger Puffer
(10mM HEPES, 150mM NaCl, 5mM CaCl2, 0.05% (w/v) CHAPS, pH 7.4), das
Zellmedium DMEM*, Humanserum bzw. diverse Mischungsverhältnisse aus Puffer
und Humanserum verwendet. Vor jeder Anwendung wurden die Mutterlösungen der
Sonden auf mindestens 80 ◦C erhitzt und langsam auf 25 ◦C abgekühlt, um eine
fehlerfreie Hybridisierung zu gewährleisten.
Vor Messbeginn wurde zur Überprüfung des Gerätes der IRF (instrument re-
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sponse function) unter Verwendung einer LudoxrHS-40-Suspension von Sigma Ald-
rich bei λex=280 nm und λem=280 nm aufgenommen.
Fluoreszenzanisotropie
Die Anisotropiemessungen wurden bei 25 ◦C mit einem Spex Fluoromax 3-Fluores-
zenzspektrometer (HORIBA Jobin Yvon), der mit einem Peltier-wärmegeregelten
Einzellenhalter und automatischen Polarisatoren ausgestattet ist, durchgeführt. Es
wurde eine 1ml Fluoreszenzküvette (119.004F-QS, 10 x 4mm von Hellma) mit ei-
nem Magnetrührfisch bzw. eine 200µl Fluoreszenzküvette (105.250-QS, 10 x 2mm
von Hellma) verwendet. Die Schlitzbreiten bei vertikal zueinander ausgerichteten
Polarisatoren wurden so eingestellt, dass die Intensität der vorgelegten Lösung des
FAM-markierten Peptids ca. 1·106 betrug. Die Anregung erfolgte bei einer Wel-
lenlänge von λex=485 nm, die Aufnahme der Emissionssignale bei λem=520 nm.
Pro Messpunkt wurden so viele Datenpunkte aufgenommen bis eine Konstanz der
Intensitätswerte zu verzeichnen war. Für die Auswertung mit der GraphPad Prism-
Software (Version 5.03) wurden diese Werte für jeden Messpunkt gemittelt.
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6.2.1 Polymere Trägermaterialien
Rinkamid-Harz
Für die Fmoc-basierte Festphasensynthese wurde ein Rinkamid-Harz (Tentagel R
RAM, Rapp Polymers) mit einer Beladung von 0.19 mmol·g−1 verwendet.
Dieses wurde vor dem Einsatz in der manuellen Synthese vollständig mit
Fmoc-Glycin-OH beladen. Dafür wurden 500mg Harz ca. 1 h in DMF quellen las-
sen, bevor die Kupplung mit 4 Äq. Fmoc-Glycin-OH (380µmol), 3.6 Äq. HCTU
(342µmol), 8 Äq. NMM (760µmol) in einer 0.2M DMF-Lösung für 90 min er-
folgte. Das Reaktionsgemisch wurde vor der Zugabe zum Harz 4min geschüttelt.
Die Prozedur wurde nach diversen Waschschritten (5x DMF, 5x CH2Cl2, 5x DMF)
wiederholt, bevor die Beladung photometrisch überprüft wurde. Das Harz wurde
bei quantitativer Beladung zweimalig für 3min mit einem Gemisch aus 5% Ac2O,
6% 2,6-Lutidin in DMF behandelt. Das Harz wurde abschließend gründlich mit
CH2Cl2 gewaschen, im Hochvakuum getrocknet und bei 4
◦C aufbewahrt. Für die
automatisierte Synthese wurde das unbeladene Harz eingesetzt und vor der Verwen-
dung ca. 1 h in DMF quellen lassen.
109
6 Experimenteller Teil
MBHA-Harz
Die gemischte Festphasensynthese der IS-HPBs wurde an einem MBHA·HCl-Harz
(1.2 mmol·g−1, Novabiochem) durchgeführt, das zuvor mit Fmoc-Glycin-OH bela-
den wurde. Dafür wurden 250mg Harz ca. 1 h in DMF geschüttelt und anschlie-
ßend gründlich mit CH2Cl2 gewaschen, bevor die Deprotonierung durch zweima-
liges, 10-minütiges Schütteln in 5-prozentiger DIPEA-Lösung in CH2Cl2 erfolgte.
Die Kupplung mit 1 Äq. Fmoc-Glycin-OH (100µmol), 1 Äq. PyBOP (100µmol),
3 Äq. NMM (300µmol) in einer 0.1M DMF-Lösung wurde über Nacht durch-
geführt. Nach diversen Waschschritten (5x DMF, 10x CH2Cl2) wurde die Bela-
dung photometrisch bestimmt. Das Harz wurde bei zufriedenstellender Beladung
(0.21-0.28 mmol·g−1) zweimalig für 3min mit einem Gemisch aus 5% Ac2O,
6% 2,6-Lutidin in DMF behandelt. Abschließend wurde das Harz gründlich mit
CH2Cl2 gewaschen, im Hochvakuum getrocknet und bei 4
◦C aufbewahrt.
6.2.2 Manuelle Festphasensynthese
Je nach Synthesemaßstab wurde die entsprechende Menge des Harzes in PET-
Spritzenreaktoren (2ml, Teflonfritte mit 50µm Porengröße) der Firma MultiSyn-
Tech überführt und unter Schütteln für mindestens 30min in 2ml DMF quellen
lassen. Die Ausbeute des jeweiligen Syntheseansatzes wurde anhand der Beladung
berechnet, die die erstmalige Fmoc-Abspaltung ergab.
Sequenzaufbau nach der Fmoc/Bhoc-Strategie
Die großen Syntheseansätze der unmarkierten PNA-Peptid-Konjugate wurde manu-
ell unter Verwendung der Fmoc/Bhoc-Strategie hergestellt.
Fmoc-Abspaltung : Das Harz wurde 3min in 1ml Piperidin/DMF-Lösung (1:4,
v:v) geschüttelt und zweimal mit diesem Gemisch gewaschen. Die Abspaltlösung
wurde verwendet, um eine Reaktionskontrolle durchzuführen. Anschließend wurde
das Harz gewaschen (5x DMF, 5x CH2Cl2, 5x DMF).
Kupplung einer Aminosäure: Die AS (4 Äq.) wurde zunächst in trockenem DMF
(cAS =0.1M) gelöst und mit 8 Äq. NMM und 3.6 Äq. HCTU versetzt. Nach 4min
wurde diese Lösung auf den Spritzenreaktor aufgezogen und für 30min geschüttelt.
Bei Bedarf wurde die Prozedur wiederholt. Anschließend wurde das Harz gewaschen
(5x DMF, 5x CH2Cl2, 5x DMF).
Kupplung eines PNA-Monomers : Eine Lösung aus 4 Äq. PNA-Monomer, 4 Äq.
PyBOP und 8 Äq. NMM in trockenem DMF (cPNA−Monomer=0.1M) wurde auf
den Spritzenreaktor aufgezogen und für 30min geschüttelt. Bei Bedarf wurde die
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Prozedur wiederholt. Anschließend wurde das Harz gewaschen (5x DMF, 5x CH2Cl2,
5x DMF).
Acetylierung primärer Aminofunktionen: Das Harz wurde in einer Lösung aus
5% Ac2O und 6% 2,6-Lutidin in DMF zweimal 3min geschüttelt und mit 5x DMF,
5x CH2Cl2, 5x DMF gewaschen.
Sequenzaufbau nach der Boc/Z-Strategie
Die C -terminalen PNA-Segmente der IS-HPBs wurden unter Verwendung der
Boc/Z-Strategie aufgebaut, bevor die Sequenz in einer automatisierten Synthese
vervollständigt wurde.
Boc-Abspaltung : Das gequollene und mit CH2Cl2 gründlich gewaschene Harz
wurde 5min mit einer 5-prozentigen Lösung von m-Kresol in TFA behandelt. An-
schließend wurde das Harz gewaschen (5x CH2Cl2, 1x 1% NMM in CH2Cl2,
5x CH2Cl2, 5x DMF).
Kupplung eines PNA-Monomers : Eine Lösung aus 4 Äq. PNA-Monomer, 4 Äq.
PyBOP und 8 Äq. NMM in trockenem DMF (cPNA−Monomer=0.1M) wurde auf
den Spritzenreaktor aufgezogen und für 30min geschüttelt. Bei Bedarf wurde die
Prozedur wiederholt. Anschließend wurde das Harz gewaschen (5x DMF, 5x CH2Cl2,
5x DMF).
Acetylierung primärer Aminofunktionen: Das Harz wurde in einer Lösung aus
5% Ac2O und 6% 2,6-Lutidin in DMF zweimal 3min geschüttelt und mit 5x DMF,
5x CH2Cl2, 5x DMF gewaschen.
Einführung der Chromophore
Die Dabcyl-Gruppe wurde mithilfe des in der Arbeitsgruppe synthetisierten Mo-
nomers Fmoc-K(Dabcyl)-OH (37) während der automatisierten Synthese in die Se-
quenz eingebaut. Die Einführung von C1Anthr in das C -terminale PNA-Segment der
IS-HPBs erfolgte während der Boc-basierten Festphasensynthese. Die manuell oder
automatisiert hergestellten Volllängenprodukte der FAM/Dabcyl-markierten PNA-
Peptid-Konjugate und IS-HPBs wurden mit den fehlenden Chromophoren nach der
Abspaltung der entsprechenden Schutzgruppen in einer manuellen Synthese kom-
plettiert. Nach der Kupplung der Chromophore wurde das Harz in einer Lösung aus
5% Ac2O und 6% 2,6-Lutidin in DMF zweimal 3min geschüttelt, um nicht umge-
setzte Aminofunktionen zu acetylieren. Das Harz wurde 5x mit DMF und gründlich
mit CH2Cl2 gewaschen.
Mmt-Abspaltung : Das gequollene und mit CH2Cl2 gründlich gewaschene Harz
wurde zweimal 2min mit einer Lösung von 2% TFA und 5% TIS in CH2Cl2 behan-
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delt. Anschließend wurde das Harz gewaschen (5x CH2Cl2, 5x DMF).
Kupplung von FAM : Eine Lösung mit 4 Äq. 5(6)-Carboxyfluorescein, 4 Äq.
PyBOP und 8 Äq. NMM in trockenem DMF (c≈ 0.05M) wurde auf den Spritzenre-
aktor aufgezogen und für 2 h geschüttelt. Die Prozedur wurde zweimal nach Waschen
des Harzes (3x DMF, 3x CH2Cl2, 3x DMF) wiederholt. Anschließend wurde das
Harz mehrfach mit Piperidin/DMF-Lösung (1:4, v:v) und abschließend mit 5x DMF,
5x CH2Cl2, 5x DMF gewaschen.
Boc-Abspaltung : Das gequollene und mit CH2Cl2 gründlich gewaschene Harz
wurde 5min mit einer 5-prozentigen Lösung von m-Kresol in TFA behandelt. An-
schließend wurde das Harz gewaschen (5x CH2Cl2, 1x 1% NMM in CH2Cl2,
5x CH2Cl2, 5x DMF).
Kupplung von C1Anthr : Eine Lösung mit 10 Äq. Anthrachinon-2-carbonsäure,
9 Äq. HCTU und 20 Äq. NMM in trockenem DMF (c≈ 0.1M) wurde 4min ge-
schüttelt, bevor sie auf den Spritzenreaktor aufgezogen und für 2 h geschüttelt wur-
de. Die Prozedur wurde zweimal nach Waschen des Harzes (3x DMF, 3x CH2Cl2,
3x DMF) wiederholt. Anschließend wurde das Harz erneut gewaschen (5x DMF,
5x CH2Cl2, 5x DMF).
Alloc-Abspaltung : Das gequollene Harz wurde gründlich mit CH2Cl2 und ab-
schließend mit entgastem CH2Cl2 in einer Ar-Atmosphäre gewaschen. Der Katio-
nenfänger 1,3-Dimethylbarbitursäure (DMBA, 10 Äq.) wurde in entgastem CH2Cl2
gelöst (cDMBA≈ 0.2M) und auf den Spritzenreaktor aufgezogen. Anschließend wurde
1 Äq. Pd-Komplex Pd(PPh3)4 in entgastem CH2Cl2 gelöst (cPd(PPh3)4 ≈ 0.02M) und
ebenfalls aufgezogen. Das Gemisch wurde 30min geschüttelt. Nach einem Waschpro-
zedur (5x CH2Cl2, 5x DMF, 5x entgastes CH2Cl2) wurde der Vorgang wiederholt.
Abschließend wurde das Harz gewaschen (5x CH2Cl2, 5x DMF, 2x Dioxan/H2O (9:1,
v:v), 1x MeOH, 5x DMF).
Kupplung von C2Pyr : Eine Lösung mit 10 Äq. 1-Pyrenessigsäure, 10 Äq. PyBOP
und 20 Äq. NMM in trockenem DMF (c≈ 0.1M) wurde auf den Spritzenreaktor
aufgezogen und für 6-8 h geschüttelt. Die Prozedur wurde nach Waschen des Harzes
(3x DMF, 3x CH2Cl2, 3x DMF) wiederholt. Anschließend wurde das Harz erneut
gewaschen (5x DMF, 5x CH2Cl2, 5x DMF). Bei den excimerbasierten Sonden wurden
die doppelten Äquivalente verwendet.
Kupplung von C4Pyr : Eine Lösung mit 10 Äq. 1-Pyrenbuttersäure in trockenem
CH2Cl2 (c≈ 0.1M) wurde auf 0 ◦C gekühlt und mit 5 Äq. Diisopropylcarbodiimid
versetzt. Nach 20min wurde die Lösung eingeengt und der Rückstand in trockenem
DMF (c≈ 0.1M) aufgenommen. Die Lösung wurde auf den Spritzenreaktor auf-
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gezogen und für 6-8 h geschüttelt. Die Prozedur wurde nach Waschen des Harzes
(3x DMF, 3x CH2Cl2, 3x DMF) wiederholt. Anschließend wurde das Harz erneut
gewaschen (5x DMF, 5x CH2Cl2, 5x DMF).
6.2.3 Automatisierte Festphasensynthese
Die unmarkierten Peptide und PNA-Peptid-Konjugate, das Grundgerüst der
FAM/Dabcyl-markierten Peptide und PNA-Peptid-Konjugate, das Grundgerüst der
C2Pyr/C1Anthr-markierten Peptide, sowie das Peptid-Segment und N -terminale
PNA-Segment der IS-HPBs wurden automatisiert mit einem ResPep-Parallel-Syn-
thesizer der Firma Intavis hergestellt. Die Synthesemethoden wurden durch Variati-
on der Parameter, u.a. Kupplungszeiten und -wiederholungen, dem entsprechenden
Produkt angepasst. Die Volumina des geschilderten Synthesezykluses beziehen sich
auf einen 2µmol Ansatz und wurden bei Bedarf variiert. Als Reaktor fungierte
eine 350µl-Spitze mit eingesetzter Fritte. Je nach Synthesemaßstab wurde die ent-
sprechende Menge des Harzes in den Spitzenrektor überführt und für mindestens
30min in DMF quellen lassen. Die Ausbeute der automatisierten Synthesen wur-
de bzgl. der Einwaage des unbeladenen Harzes berechnet. Für die Sequenzanalogie
zu manuell hergestellten Sonden wurde die Sequenz des automatisiert hergestellten
PNA-Peptid-Konjugats um ein C -terminales Glycin erweitert.
Die Aminosäuren, PNA-Monomere und Aktivator (HCTU oder HBTU) wur-
den zunächst eingewogen und in dem entsprechenden Volumen an NMP gelöst
(cPNA−Monomer = 0.2M, cAktivator = 0.4M). Die Stammlösungen der Aminosäuren
(cAS = 0.3M) wurden mit einer 0.3M HOBt-Lösung in NMP hergestellt. Die Base
NMM wurde in DMF gelöst (cNMM = 4M).
Ein Synthesezyklus beinhaltete die Fmoc-Entschützung, Kupplung eines Mono-
mers und die Acetylierung nicht umgesetzter N -Termini. Nach jedem Schritt wurden
die Lösungen mithilfe einer Membranpumpe entfernt und das Harz gründlich mit
abnehmenden Volumina an DMF (300-200µl) gewaschen. Die Fmoc-Entschützung
erfolgte mit einer Piperidin/DMF-Lösung (1:4, v:v) zweimal 2min (je 200µl). Es
wurden bei den Kupplungen 6 Äq. AS, 5.4 Äq. AktivatorAS, 4 Äq. PNA-Monomer,
3.6 Äq. AktivatorPNA−Monomer und 12 Äq. NMM verwendet. Die berechneten Vo-
lumina für die Kupplungslösung wurden aufgezogen und mehrfach durchmischt.
Nach 4min Voraktivierung wurde sie auf das Harz gegeben. Die Aminosäuren wur-
den in der Regel einmal 30min gekuppelt. Die Aminosäuren Fmoc-K(Mmt)-OH,
Fmoc-K(Dabcyl)-OH (37) und Fmoc-K(Alloc)-OH wurden zweimal je 30min gekup-
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pelt. Bei dem C -terminalen PNA-Segment wurden Doppelkupplungen (je 45min)
und beim N -terminalen PNA-Segment, sowie der N -terminalen AS-Sequenz Drei-
fachkupplungen (je 45min) eingestellt. Um nicht umgesetzte N-Termini zu acetylie-
ren, wurde das Harz zweimal 2min mit einem Gemisch aus 5% Ac2O und 6% 2,6-
Lutidin in DMF (je 200µl) versetzt. Durch die Wiederholung des Synthesezykluses
wurde die vorgegebene Sequenz sukzessiv aufgebaut. Nach vollendeter Elongation
wurde das trockene Harz in Spritzenreaktoren zur weiteren Behandlung überführt.
6.2.4 Isolierung und Reinigung der Endprodukte
Vor der Freisetzung vom polymeren Trägermaterial wurde das gequollene Harz
gründlich mit CH2Cl2 gewaschen. Für 40mg Harz mit einer Beladung von
0.2 mmol·g−1 wurde 1ml Abspaltlösung verwendet. Das Volumen wurde an die
entsprechende Ansatzgröße angepasst. Die Abspaltlösung wurde vorsichtig auf den
Spritzenreaktor aufgezogen, um einer starken Gas- und Wärmeentwicklung entge-
genzuwirken.
Freisetzung vom Rinkamid-Harz : Das Harz wurde mit der Abspaltlösung
(TFA:H2O:TIS, 90:5:5, v:v:v) versetzt und 90min geschüttelt. Die Lösung wurde in
ein 15ml-Gefäß überführt und das Harz dreimal mit TFA (je 200µl) gewaschen. Für
die Abspaltung der N,N -Dimethylamino-Schutzgruppe des Phosphotyrosins wurden
die vereinigten TFA-Lösungen mit 10 Vol-% Wasser versetzt und über Nacht (min-
destens 8 h) geschüttelt.
Freisetzung vom MBHA-Harz : Das Harz wurde zweimal 15min mit einem
TFA:H2O-Gemisch (95:5, v:v) (je 250µl) bei 4
◦C geschüttelt und die Lösungen ver-
worfen, bevor die Endabspaltung mit einem TFA:TFMSA:m-Kresol-Gemisch (5:1:1,
v:v:v) (je 450µl) zweimal 45min bei 4 ◦C erfolgte. Die Lösungen wurden in einem
15ml-Gefäß vereinigt und das Harz dreimal mit TFA (je 200µl) gewaschen. Die Ab-
spaltung der N,N -Dimethylamino-Schutzgruppe des Phosphotyrosins wurde nach
der Fällung vorgenommen.
Isolierung des Fmoc-geschützten Produkts : Die Abspaltlösung wurde auf Tro-
ckeneis vorgekühlt und mit einem 10-fachen Volumen vorgekühlten Diethylether
versetzt. Nach 15min auf Trockeneis wurde die Probe zentrifugiert (4 ◦C, 4300 rpm,
15min) und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde dreimal mit Diethylether
gewaschen, bevor es im Vakuum getrocknet wurde. Das Rohprodukt wurde anschlie-
ßend in einem H2O:MeCN-Gemisch (2:1-1:1, v:v) gelöst. Die N,N -Dimethylamino-
Schutzgruppe des Phosphotyrosins wurde im Falle der IS-HPBs durch Zugabe von
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10 Vol-% TFA und Schütteln über Nacht entfernt. Das Produkt wurde mithilfe der
(semi)präparativen HPLC gereinigt. Die Produktfraktionen wurden vereinigt und
mithilfe eines Vakuumkonzentrators und eines Lyophilisators zur Trockne eingeengt.
finale Fmoc-Abspaltung und Isolierung des Endprodukts : Das Fmoc-geschüt-
zte Produkt wurde in 100-200 µl eines Piperidin/H2O-Gemischs (1:1, v:v) gelöst
und 5min geschüttelt. Unter Eiskühlung wurde vorsichtig 100µl TFA zugetropft.
Die Fällung des Rohprodukts erfolgte durch Zugabe von 1ml kalten Diethylether.
Nach 15min bei -20 ◦C wurde die Probe zentrifugiert (25 ◦C, 13400 rpm, 5min) und
der Überstand verworfen. Das mit Diethylether gewaschene Pellet wurde in einem
H2O:MeCN-Gemisch (2:1-1:1, v:v) gelöst und mithilfe der (semi)präparativen HPLC
gereinigt. Die Produktfraktionen wurden vereinigt und mithilfe eines Vakuumkon-
zentrators und eines Lyophilisators bis zur Trockne eingeengt. Das Reinheit des
Produkts wurde mit einer analytischen Chromatographie, die mit einem Massen-
spektrometer gekoppelt war, überprüft.
6.3 Molekukarbiologische Arbeit
Sämtliche molekularbiologischen Arbeiten wurden in einem gentechnischen Labor
der Sicherheitsstufe 1 durchgeführt. Die verwendeten Geräte und Materialien wurden
vor und nach deren Gebrauch autoklaviert oder sterilisiert. Es wurden ausschließlich
Produkte mit molekularbiologischen Reinheitsgrad und sterilfiltrierte Lösungen ver-
wendet. Sämtliche Nährmedium wurden mit dem Antibiotikum Ampicillin (Amp)
zu einer Endkonzentration von 50µg·ml−1 versetzt, gegen das der eingesetzte Bak-
terienstamm eine Resistenz aufwies.
Bakterienstamm: BL21(DE3) SinglesTM (Novagen)
Expressionsvektor: pGEX-4T-1
Src SH2: gallus gallus Src, aa 142-246, N243T Gene ID: 396442
Lck SH2: human Lck, aa 123-228 Gene ID: 3932
Medien, Puffer und Lösungen
LB 10 g·l−1 Trypton, 5 g·l−1 Hefeextrakt, 5 g·l−1 NaCl
20 g LB auf 1 l Medium
TB 12 g·l−1 Casein (enzymatisch verdaut), 24 g·l−1 Hefe-
extrakt, 9.4 g·l−1 K2HPO4, 2.2 g·l−1 KH2PO4
47.6 g TB + 10 g Glycerol auf 1 l Medium
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Amp 50mg·ml−1 in H2O:EtOH (1:1)
SOC-Medium 5 g·l−1 Hefeextrakt, 20 g·l−1 Trypton, 20mM Glukose,
0.6 g·l−1NaCl, 0.2 g·l−1KCl, 10mMMgCl2, 10mMMgSO4
IPTG 0.1M in H2O
Pefablocr SC 5mg·ml−1 in EtOH
Standardpuffer 30mM Tris, 100mM NaCl, 5mM MgCl2, 3mM DTT,
pH 7.5
Hochsalz-ATP-Puffer Standardpuffer, 400mM KCl, 1mM ATP, pH 7.5
Elutionspuffer Standardpuffer, 10mM Glutathion, pH 7.5
Ladepuffer 50mM Tris·HCl (pH 6.8), 0.1% (w/v) Bromphenolblau,
10% (v/v) Glycerol, 2% (w/v) SDS, 100mM DTT
Elektrophoresepuffer 25mM Tris, 250mM Glycin, 0.1% (w/v) SDS, pH 8.3
Coomassie-Lösung 0.25 g Coomassie Brilliant Blue G250 in 100ml
MeOH:H2O:CH3COOH (5:4:1), filtriert
Entfärbelösung MeOH:H2O:CH3COOH (5:4:1)
HEPES-Puffer 20mM HEPES, 100mM NaCl, 1mM EDTA,
1mM β-ME, pH 7.5
MOPS-Puffer 20mM MOPS, 50mM NaCl, 1mM EDTA, 1mM β-ME,
pH 7.2
Phosphat-Puffer 20mM NaH2PO4, 100mM NaCl, 1mM EDTA,
1mM β-ME, pH 7.4
Plasmidtransformation
Die Herstellung eines Expressionsvektors für GST-Lck SH2, der die notwendige
cDNA enthielt, wurde bei GenScript in Auftrag gegeben. Das Plasmid (4µg) wurde
in 20µl H2O gelöst, um eine 200 ng·µl−1 Lösung anzufertigen. Die Transformation
erfolgte mit einer 50-fachen Verdünnung in den kompetenten E. coli Bakterien-
stamm BL21(DE3) unter Anwendung des Protokolls von Novagen. Ein Aliquot der
Zellen wurde auf Eis aufgetaut und vorsichtig geschüttelt, um eine homogene Ver-
mischung zu erreichen. Anschließend wurde 1µl der DNA-Lösung zugegeben und
leicht geschüttelt. Das Gefäß wurde 5min auf Eis gelagert, bevor es 30 s in einem
42 ◦C warmen Thermoschüttler und erneut 2min auf Eis platziert wurde. Nach die-
sem Temperaturschock wurde bei Raumtemperatur 250µl eines SOC-Nährmediums
zugegeben und die Lösung mit einer Impföse auf mit LB/Amp-Medium beschich-
teten Petrischalen ausgestrichen, um eine Einzelkolonie zu isolieren und damit eine
Glycerinkultur zu erstellen.
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Anlegen von Glycerinkulturen
Für die Expression von GST-Src SH2 wurde eine bereits in der Arbeitsgruppe Seitz
vorhandene Glycerinkultur aus BL21(DE3)-Zellen mit dem notwendigen Plasmid
verwendet, deren Konzentration und Qualität zunächst unbekannt war. Diese Kul-
tur wurde mit einer Impföse auf mit LB/Amp-Medium beschichteten Petrischalen
in verschiedenen Verdünnungen ausgestrichen. Nach einer Inkubation über Nacht
bei 37 ◦C wurde eine Einzelkolonie gepickt und eine Vorkultur in LB/Amp-Medium
angelegt. Nach weiteren 12 h Inkubationszeit bei 37 ◦C wurden je 800µl der Bak-
teriensuspension mit 200µl eines Glycerin:H2O-Gemisches (4:1, v:v) verdünnt. Die
Mischungen wurden mit flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 ◦C gelagert.
Expression der SH2-Domänen als GST-Fusionsproteine
Mit je einer Impföse wurden aus der aufgetauten Glycerinkultur 8x 2.5ml LB/Amp-
Medium angeimpft und über Nacht bei 37 ◦C und 380 rpm inkubiert. Diese Vorkul-
turen wurden in 8x 250ml TB/Amp-Medium überführt und in Schikanekolben bis
zu einem OD600nm≈ 0.6 bei 37 ◦C und 180 rpm inkubiert. Anschließend wurde die
Proteinexpression durch Zugabe von Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG) in-
duziert und die Bakterienkultur über Nacht bei 20 ◦C und 160 rpm geschwenkt. Die
Zellen wurden durch Zentrifugation (4300 rpm, 4 ◦C,15min) geerntet. Das Zellpellet
wurde mit Standardpuffer gewaschen und mit 2ml pro g Zellen suspendiert, bevor
diese bis zur Weiterverarbeitung bei -20 ◦C gelagert wurden.
Isolierung und Aufreinigung der SH2-Domänen als GST-Fusionsproteine
Die aufgetauten Zellsuspensionen wurden mit 0.001 v% Pefablocr SC versetzt und
mit einem diskontinuierlichen Hochdruckhomogenisators (French Press von Thermo
Scientific, 1000 psi, 3x) lysiert. Die Suspension wurde ultrazentrifugiert (45000 g,
30min, 4 ◦C), der Überstand abpipettiert und die GST-Konzentration im Lysat mit-
hilfe eines Mikrovolumenphotometers bestimmt. Dabei entspricht A280nm≈ 1 unge-
fähr 0.5mg·l−1 an GST-Fusionsprotein. Entsprechend der Menge an aufzureinigen-
den Protein wurden gegebenenfalls mehrere GST-Affinitätssäulen in einem FPLC-
System in Reihe geschaltet. Die Verfolgung der Aufreinigung erfolgte mittels der
Absorption bei 280 nm (Abbildung 6.1). Das System wurde zunächst mit Standard-
puffer bei einer Flussrate von 2-4ml·min−1 äquilibriert, bevor die Beladung mit dem
Lysat bei einer Flussrate von 0.5ml·min−1 erfolgte. Der Ausfluss (X1,2) wurde aufge-
fangen und auf eventuell enthaltenes Protein gelchromatographisch untersucht. Die
beladenen Säulen wurden anschließend mit Standardpuffer und mit Hochsalz-ATP-
Puffer mit einer Flussrate von 2-4ml·min−1 gespült, um unspezifische an das Gluta-
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Abbildung 6.1: Elutionsprofil einer FPLC-Aufreinigung am Beispiel von GST-Src SH2.
Messung der Absorption bei 280 nm.
thion oder an das Fusionsprotein gebundene Chaperone abzutrennen. Abschließend
wurde mit Standardpuffer bei einer Flussrate von 2-4ml·min−1 bis zum Erreichen
der Basislinie gespült. Sämtliche Spüllösungen wurden aufgefangen und ebenfalls auf
eventuell enthaltenes Protein gelchromatographisch untersucht. Die Elution erfolgte
mit einem Puffer mit Glutathion-Zusatz bei einer Flussrate von 1ml·min−1. Es wur-
den 2ml Fraktionen gesammelt und gelchromatographisch untersucht. Das System
wurde vor längeren Ruhezeiten mit Wasser und abschließend mit 20% EtOH ge-
spült. Die Fraktionen mit dem gewünschten Fusionsprotein wurden vereinigt und ei-
ne Dialyse gegen den jeweiligen Messpuffer (HEPES-, MOPS- oder Phosphatpuffer)
durchgeführt. Die Lösung wurde ultrazentrifugiert (65000 g, 4 ◦C, 15min), der Über-
stand aliquotiert und in flüssigem Stickstoff eingefroren. Die Lagerung erfolgte bei
-80 ◦C. Die Konzentrationen wurden mithilfe eines Mikrovolumenphotometers und
literaturbekannten Extinktionskoeffizienten (ε280nm,GST−Src SH2 = 54890 M−1·cm−1,
ε280nm,GST−Lck SH2 = 54150 M−1·cm−1) [180] bestimmt.
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
Die aufgefangenen Spüllösungen, sowie die eluierten Fraktionen wurden unter Ver-
wendung der denaturierenden Gelelektrophorese mit einem 10-prozentigen Trenngel
und einem 5-prozentigen Sammelgel analysiert (Tabelle 6.2). Die Proben wurden in
Tabelle 6.2: Zusammensetzung der denaturierenden Gelpräparationen.
10% Trenngel 5% Sammelgel
H2O 4.68 ml 3.70 ml
1.5 M Tris (pH 8.8) 2.60 ml -
1.0 M Tris (pH 6.8) - 0.60 ml
40% Acrylamidlsg. (19:1) 2.50 ml 0.60 ml
(Acrylamid:N,N' -Methylenbisacrylamid)
10% (w/v) SDS in H2O 100 µl 50 µl
10% (w/v) APS in H2O 100 µl 50 µl
TEMED 4 µl 5 µl
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einem 1:9-Verhältnis mit dem denaturierenden Ladepuffer verdünnt, bevor sie 5min
mit heißem Wasser und abschließend mit Eis behandelt wurden. In die Geltaschen
wurden jeweils 10µl aufgetragen. Als Massestandard wurde der SDS-PAGE MW
Standards low range von Bio-Rad verwendet. Die Gelelektrophorese erfolgte 15min
bei 80V und 50min bei 150V. Das 10x10 cm große Gel wurde mit der Coomassie-
Lösung 60 min angefärbt. Die Entwicklung erfolgte durch Schütteln (3x 30min) in
der Entfärbelösung. Die Bildaufnahme erfolgte mit dem Scanner HP Scanjet 5590.
6.4 Bestimmung von KD-Werten mittels
Fluoreszenzanisotropie
Die Bindungsaffinitäten der isolierten SH2-Domänen wurden bzgl. des Referenzpep-
tids FAM-GpYEEIA-NH2 (512.8µM in 1% Na2CO3-Lsg.) mithilfe eines Fluores-
zenzanisotropie-Assays bestimmt. Dafür wurde zunächst 20 nM des Referenzpeptid
in dem jeweiligen Messpuffer (Src SH2: 20mM NaH2PO4, 100mM NaCl, 2mM DTT,
pH 7.4 oder 20mM HEPES, 100mM NaCl, 2mM DTT, pH 7.4; Lck SH2: 20mM
MOPS, 50mM NaCl, 2mM DTT, pH 7.2) in 1ml Fluoreszenzküvetten (119.004F-
QS, 10 x 4mm von Hellma) mit einem Magnetrührfisch vorgelegt. Im Falle der GST-
Src SH2-Domäne im Phosphat-Puffer wurde eine 200µL Küvette verwendet, um hö-
here Endkonzentrationen zu erreichen und somit eine Sättigung zu gewährleisten.
Zu dieser Lösung wurde eine 25µM Proteinlösung in dem jeweiligen Messpuffer ma-
nuell zutitriert. Die dabei ermittelten Fluoreszenzanisotropiewerte wurden normiert
und gegen die volumenkorrigierte Proteinkonzentration aufgetragen. Der KD-Wert
wurde mittels nichtlinearer Regression mit der GraphPad Prism-Software (Version
5.03) und der Titrationsgleichung (Gleichung 6.4 [83]) bestimmt. Die angegebenen
Werte entsprechen dem Mittelwert aus drei unabhängigen Messungen.
r = rf + (rg − rf )×
(L+KD + P )−
√
(L−KD − P )2 − 4LP
2L
(6.2)
r - gemessene Anisotropie L - Gesamtkonzentration des Liganden
rf - Anisotropie des freien Liganden P - Gesamtkonzentration an Protein
rg - Anisotropie des gebundenen Liganden
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6.5 Versuche zur sequenzinternen
Fluoreszenzmarkierung
H-DD-K(FAM)-gttg-PQpYEEIPI-caac-K(Dabcyl)-G-NH2 (34)
Das Produkt wurde im 2 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.3 synthetisiert. Die Kupplung von FAM wurde entsprechend der Vorschrift in
Kapitel 6.2.2 durchgeführt.
Ausbeute: 24.8 OD260nm (250 nmol, 13%); ε260nm = 99200 M−1·cm−1
HPLC: tR = 9.8 min (Merck Hitachi, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 4388.30 (C190H237N66O57P)
gefunden: 4388.63
H-DD-gttg-K(FAM)-PQpYEEIPI-K(Dabcyl)-caac-G-NH2 (35)
Das Produkt wurde im 2 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.3 synthetisiert. Die Kupplung von FAM wurde entsprechend der Vorschrift in
Kapitel 6.2.2 durchgeführt.
Ausbeute: 39.2 OD260nm (395 nmol, 20%); ε260nm = 99200 M−1·cm−1
HPLC: tR = 10.3 min (Merck Hitachi, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 4388.30 (C190H237N66O57P)
gefunden: 4388.41
H-K(FAM)-PQpYEEIPI-K(Dabcyl)-G-NH2 (36)
Das Produkt wurde im 2 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.3 synthetisiert. Die Kupplung von FAM wurde entsprechend der Vorschrift in
Kapitel 6.2.2 durchgeführt.
Ausbeute: 34.8 OD492nm (446 nmol, 22%); ε492nm = 78000 M−1·cm−1
HPLC: tR = 11.9 min (Merck Hitachi, 10→ 80% in 20 min, 210 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 1990.07 (C96H121N18O27P)
gefunden: 1990.02
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Fluoreszenzspektroskopische Messungen
Sämtliche Messungen wurden in entgastem und anschließend mit Argon gesättig-
tem Phosphat-Puffer (20mM NaH2PO4, 100mM NaCl, 2mM DTT, pH 7.4) bei
25 ◦C durchgeführt. Die Stammlösungen der Sonden wurden mit einem H2O:MeCN-
Gemisch (1:1, v:v) zu einer 20µM Konzentration verdünnt, auf 85 ◦C erhitzt und
langsam auf 25 ◦C abgekühlt. Anschließend wurde 150µl Lösung einer 2µM Kon-
zentration der jeweiligen Sonde in Puffer hergestellt. Die Konzentrationen wurden
am UV-Spektrometer mithilfe der Absorption bei 260 nm geprüft und gegebenen-
falls angepasst. Die Fluoreszenzmessungen wurden bei einer Anregungswellenlänge
λex=485 nm (Filter: 335-620 nm) mit 5 nm Schlitzbreite durchgeführt. Die Aufnah-
me der Emission erfolgte über einen Bereich von λem=500-700 nm (Filter: 430-
1100 nm) mit 5 nm Schlitzbreite. Nach der Messung der Hintergrundfluoreszenz
wurde das GST SH2-Fusionsprotein in definierten Mengen aus einer Stammlösung
(GST-Src SH2: 577µM, Phosphat-Puffer; GST-Lck SH2: 308µM, MOPS-Puffer) zu-
gegeben, um volumenkorrigierte Proteinkonzentrationen von 5, 10 und 20µM zu
erhalten. Die Fluoreszenzspektren wurden 2min nach Proteinzugabe mit je drei
Scans aufgezeichnet, deren Mittelwert für die Auswertung verwendet wurde.
6.6 Versuche zur stamminternen
Fluoreszenzmarkierung
6.6.1 Synthese der modifizierten PNA-Monomere
PNA-Rückgrat (41)
Die Synthese von Fmoc-Aeg-OtBu·HCl (41) erfolgte nach der literaturbekannten
Methode von Thomson et al. mit den in der Arbeitsgruppe Seitz etablierten Opti-
mierungen. [177] Die Ergebnisse der Analyse stimmten mit den Literaturdaten über-
ein.
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Umschützung des PNA-Rückgrats (43)
Die Synthese von Fmoc-Aeg-OAllyl·HCl (43) erfolgte nach einer literaturbekannten
Methode von Seitz et al.. [179] Die Ergebnisse der Analyse entsprachen den Litera-
turdaten.
Boc-modifiziertes PNA-Monomer (38)
Zu einer Lösung von 2.0 g Fmoc-Aeg-OAllyl·HCl (43) (4.8 mmol, 1 Äq.) in 10 ml
THF:H2O (3:1) wurde 1.5 ml Triethylamin (10.6 mmol, 2.2 Äq.) gegeben. Nach Küh-
lung auf 0 ◦C wurde 1.2 ml Di-tert-butyldicarbonat (5.8 mmol, 1.2 Äq.) zugefügt. Die
Reaktionsmischung wurde langsam auf Raumtemperatur erwärmt und für weitere
4 h gerührt. Nach Entfernung des Lösungsmittels wurde der Rückstand in Ethylace-
tat aufgenommen und dreimal mit 1 M HCl-Lösung und abschließend mit gesättigter
NaCl-Lösung gewaschen. Die vereinigten, wässrigen Phasen wurden mit Ethylacetat
extrahiert. Die gesammelten, organischen Phasen wurden über wasserfreiem Na2SO4
getrocknet, bevor das Lösungsmittel unter reduziertem Druck entfernt wurde. Das
Rohprodukt wurde säulenchromatographisch mit einem Cyclohexan:Ethylacetat-
Gemisch unter Verwendung eines Gradienten (4:1 → 1:1) gereinigt. Für die Frei-
setzung der Carboxylfunktion wurden die erhaltenen 2.08 g 44 (4.3 mmol, 90%
Ausbeute) in 85 ml THF gelöst und mit 0.5 ml NMA (4.3 mmol, 1.9 Äq.) versetzt.
Unter Argon-Schutzatmosphäre wurde eine Lösung von 0.3 g Pd(PPh3)4 (0.22 mmol,
0.05 Äq.) in 2 ml THF zugetropft und über Nacht bei Raumtemperatur gerührt. Die
Reaktionslösung wurde eingeengt, der Rückstand in 25 ml Ethylacetat aufgenommen
und mehrfach mit 1 M HCl-Lösung und abschließend mit gesättigter NaCl-Lösung
gewaschen. Die vereinigten, wässrigen Phasen wurden mit Ethylacetat extrahiert.
Die gesammelten, organischen Phasen wurden über wasserfreiem MgSO4 getrocknet,
bevor das Lösungsmittel unter reduziertem Druck entfernt wurde. Der Rückstand
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wurde säulenchromatographisch mit einem Gradienten von Cyclohexan:Ethylacetat
(1:1) + 0.1% N,N -Dimethylethylamin über Cyclohexan:Ethylacetat (1:1) zu Ethyla-
cetat + 1% Ameisensäure gereinigt, um 1.7 g eines farblosen, amorphen Feststoffs
zu erhalten (1.2 g 38, 2.7 mmol, 63% Ausbeute).
Ausbeute: 57% über 2 Stufen
Rf = 0.54 (Ethylacetat + 1% Ameisensäure)
HRMS (m/z) = 439.1876 (C24H27N2O6 [M+H]
+, berechnet 439.1947)
1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 8.31 (s, 0.2H, Fmoc-NH), 7.88 (d, J =
7.5 Hz, 2H, Fmoc-CH), 7.67 (d, J = 7.4 Hz, 2H, Fmoc-CH), 7.43 (t, J = 7.4 Hz,
2H, Fmoc-CH), 7.33 (t, J = 7.4 Hz, 2H, Fmoc-CH), 4.32-4.28 (m, 2H, Fmoc-CH2),
4.19 (t, J = 6.8 Hz, 1H, Fmoc-CH), 3.84 (d, J = 10.8 Hz, 2H, -CαH2-), 3.27-3.23
(m, 2H, -CH2-), 3.14-3.11 (m, 2H, -CH2-), 1.37 + 1.34 (s, 9H, tBu)
Die chemischen Verschiebungen bei 7.56-7.50 ppm (m, 1.6H) und 7.64-7.60 ppm (m, 2.5H)
konnten der Verunreinigung Triphenylphosphan bzw. Triphenylphosphinoxid zugeordnet
werden. Der Anteil der Verunreinigung betrug 28%.
13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6, 2 Rotamere): δ [ppm] = 171.6 + 171.4 (quart., -COOH),
156.0 + 156.0 (quart., Fmoc-CO), 154.8 + 154.7 (quart., Boc-CO), 143.8 (quart., Fmoc),
140.6 (quart., Fmoc), 127.5 (tert., Fmoc-CH), 126.9 (tert., Fmoc-CH), 125.0 + 125.0 (tert.,
Fmoc-CH), 120.0 (tert., Fmoc-CH), 79.0 + 79.0 (quart., tBu), 65.3 + 65.2 (sec., Fmoc-
CH2), 49.2 + 48.5 (sec., -CαH2-), 47.2 + 47.1 (sec., -CH2-), 46.7 (tert., Fmoc-CH), 38.8 +
38.6 (sec., -CH2-), 27.8 + 27.8 (prim., tBu)
Die chemischen Verschiebungen bei 133.0, 132.2 ppm (quart.) und 131.9, 131.4, 131.3,
128.7, 128.6 ppm (tert.) konnten der Verunreinigung Triphenylphosphan bzw. Triphenylphos-
phinoxid zugeordnet werden.
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Allyl-modifiziertes PNA-Monomer (39) [178]
Unter Argon-Schutzatmosphäre wurde eine Lösung von 2.0 g Fmoc-Aeg-OtBu·HCl
(41) (4.6 mmol, 1.0 Äq.) in 20 ml trockenem CH2Cl2 mit 1.0 ml Allylchloroformiat
(9.2 mmol, 2.0 Äq.) versetzt, gefolgt von der tropfenweise Zugabe von 1.6 ml DIPEA
(9.2 mmol, 2.0 Äq). Nach einer Stunde Reaktionszeit wurde das Reaktionsgemisch
mit 1 M HCl-Lösung und abschließend mit gesättigter NaCl-Lösung gewaschen. Die
vereinigten, wässrigen Phasen wurden mit CH2Cl2 extrahiert. Die gesammelten, or-
ganischen Phasen wurden über wasserfreiem MgSO4 getrocknet, bevor das Lösungs-
mittel unter reduziertem Druck entfernt wurde. Der gelbliche Rückstand wurde in
10 ml CH2Cl2 gelöst und 10 ml TFA zugegeben. Nach 30 min Rühren bei Raumtem-
peratur wurde die Lösung eingeengt und der Rückstand mit Toluol und abschließend
mit Diethylether koevaporiert. Der Feststoff wurde in 20 ml Ethylacetat gelöst und
150 ml Cyclohexan zugegeben. Die Suspension wurde 10 min gerührt, bevor das Prä-
zipitat durch Filtration abgetrennt wurde, um einen farblosen, amorphen Feststoff
in 84% Ausbeute (1.7 g, 4.0 mmol) zu erhalten.
Ausbeute: 84% über 2 Stufen
Rf = 0.66 (CHCl3:MeOH (80:20) + 1% Ameisensäure)
HRMS (m/z) = 423.1561 (C23H24N2O6 [M+H]
+, berechnet: 423.1634)
tR = 11.4 min (Agilent, 30→ 90% B in 20 min, 260 nm)
1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 12.74 (s, 1H, -COOH), 7.88 (d, J = 7.5
Hz, 2H, Fmoc-CH), 7.67 (d, J = 7.5 Hz, 2H, Fmoc-CH), 7.41 (t, J = 7.4 Hz, 2H,
Fmoc-CH), 7.33 (t, J = 7.4 Hz, 2H, Fmoc-CH), 5.91-5.81 (m, 1H, Allyl-CH), 5.25 (t,
J = 17.3 Hz, 1H, Allyl-CH), 5.14 (t, J = 10.6 Hz, 1H, Allyl-CH), 4.49 (t, J = 5.0 Hz,
2H, Fmoc-CH2), 4.29 (d, J = 6.8 Hz, 2H, Allyl-CH2), 4.22-4.20 (m, 1H, Fmoc-CH),
3.92 (d, J = 15.4 Hz, 2H, -CαH2-), 3.34-3.30 (m, 2H, -CH2-), 3.18-3.14 (m, 2H, -CH2-)
13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 171.0 (quart., -COOH), 156.1 (quart.,
Fmoc-CO), 155.4 (quart., -CO), 143.8 (quart., Fmoc), 140.6 (quart., Fmoc), 133.1
(tert., Allyl-CH), 127.5 (tert., Fmoc-CH), 127.0 (tert., Fmoc-CH), 125.0 (tert., Fmoc-
CH), 120.0 (tert., Fmoc-CH), 116.3 (sec., Allyl-CH2), 65.3 (sec., Fmoc-CH2), 65.1
(sec., Allyl-CH2), 48.9 (sec., -CαH2-), 47.0 (sec., -CH2-), 46.6 (tert., Fmoc-CH), 38.4
(sec., -CH2-)
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Acetyl-modifiziertes PNA-Monomer (40)
Zu einer Lösung von 2.0 g Fmoc-Aeg-OtBu·HCl (41) (4.6 mmol, 1 Äq.) in 10 ml
THF:H2O (3:1) wurde 1.4 ml Triethylamin (10.2 mmol, 2.2 Äq.) gegeben. Nach Küh-
lung auf 0 ◦C wurde 0.5 ml Essigsäureanhydrid (5.5 mmol, 1.2 Äq.) zugefügt. Die
Reaktionsmischung wurde langsam auf Raumtemperatur erwärmt und für weitere
4 h gerührt. Nach Entfernung des Lösungsmittels wurde der Rückstand in Ethylace-
tat aufgenommen und dreimal mit 1 M HCl-Lösung und abschließend mit gesättigter
NaCl-Lösung gewaschen. Die vereinigten, wässrigen Phasen wurden mit Ethylacetat
extrahiert. Die gesammelten, organischen Phasen wurde über wasserfreiem Na2SO4
getrocknet, bevor das Lösungsmittel unter reduziertem Druck entfernt wurde. Der
gelbliche Rückstand wurde in 8 ml CH2Cl2 gelöst und 8 ml TFA zugegeben. Nach 30
min Rühren bei Raumtemperatur wurde die Lösung eingeengt und der Rückstand
mit Toluol und abschließend mit Diethylether koevaporiert. Das Rohprodukt wurde
säulenchromatographisch mit Ethylacetat + 1% Ameisensäure gereinigt, um einen
farblosen, amorphen Feststoff in 87% Ausbeute (1.3 g, 3.5 mmol) zu erhalten.
Ausbeute: 87% über 2 Stufen
Rf = 0.34 (Ethylacetat + 1% Ameisensäure)
HRMS (m/z) = 381.1456 (C21H21N2O5 [M+H]
+, berechnet 381.1529)
tR = 8.5 min (Agilent, 30→ 90% B in 20 min, 260 nm)
1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6, 2 Rotamere): δ [ppm] = 7.88 (d, J = 7.5 Hz, 2H,
Fmoc-CH), 7.67 (d, J = 7.5 Hz, 2H, Fmoc-CH), 7.41 (t, J = 7.4 Hz, 2H, Fmoc-
CH), 7.33 (t, J = 7.4 Hz, 2H, Fmoc-CH), 4.34 (d, J = 6.7 Hz, 1H) + 4.28 (d, J =
6.9 Hz, 1H) (Fmoc-CH2), 4.22-4.20 (m, 1H, Fmoc-CH), 4.08 (s, 1H) + 3.91 (s, 1H)
(-CαH2-), 3.37-3.30 (m, 2H, -CH2-), 3.18-3.10 (m, 2H, -CH2-), 1.98 (s, 2H) + 1.90
(s, 1H) (-CH3))
13C-NMR (125 MHz, DMSO-d6, 2 Rotamere): δ [ppm] = 171.3 + 170.8 (quart.,
-COOH), 170.6 + 170.0 (quart., -CO), 156.2 + 156.0 (quart., Fmoc-CO), 143.8
(quart., Fmoc), 140.7 (quart., Fmoc), 127.5 (tert., Fmoc-CH), 127.0 (tert., Fmoc-
CH), 125.0 (tert., Fmoc-CH), 120.0 (tert., Fmoc-CH), 65.3 (sec., Fmoc-CH2), 50.6
+ 47.0 (sec., -CαH2-), 48.3 + 46.1 (sec., -CH2-), 46.7 (tert., Fmoc-CH), 38.6 + 38.2
(sec., -CH2-), 21.6 + 20.6 (prim., -CH3)
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6.6.2 Detektion von SH2-Proteindomänen mit IS-HPBs
H-g-P2-S-g-PQpYEEIPI-c-Q-S-c-G-NH2 (46)
Das Produkt wurde im 2 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 0.7 OD260nm (9 nmol, <1%); ε260nm = 81640 M−1·cm−1
HPLC: tR = 8.5 min (Merck Hitachi, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 3170.2 (C143H178N43O40P)
gefunden: 3170.0
H-g-P2-g-PQpYEEIPI-c-Q-c-G-NH2 (47)
Das Produkt wurde im 2.5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 28.2 OD260nm (346 nmol, 14%); ε260nm = 81640 M−1·cm−1
HPLC: tR = 8.5 min (Merck Hitachi, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 2885.9 (C131H158N39O36P)
gefunden: 2885.7
H-t-P2-g-PQpYEEIPI-c-Q-a-G-NH2 (48)
Das Produkt wurde im 2.5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 60.2 OD260nm (701 nmol, 28%); ε260nm = 85840 M−1·cm−1
HPLC: tR = 8.2 min (Merck Hitachi, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 2884.9 (C132H159N38O36P)
gefunden: 2884.7
H-t-P2-t-PQpYEEIPI-a-Q-a-G-NH2 (49)
Das Produkt wurde im 2.5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 33.9 OD260nm (377 nmol, 15%); ε260nm = 90040 M−1·cm−1
HPLC: tR = 9.1 min (Merck Hitachi, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 2883.9 (C133H160N37O36P)
gefunden: 2883.6
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H-g-P4-g-PQpYEEIPI-c-Q-c-G-NH2 (50)
Das Produkt wurde im 2 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 3.2 OD260nm (41 nmol, 2%); ε260nm = 79070 M−1·cm−1
HPLC: tR = 9.4 min (Merck Hitachi, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 2913.9 (C133H162N39O36P)
gefunden: 2913.8
H-t-P4-g-PQpYEEIPI-c-Q-a-G-NH2 (51)
Das Produkt wurde im 2 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 15.8 OD260nm (190 nmol, 10%); ε260nm = 83270 M−1·cm−1
HPLC: tR = 10.0 min (Merck Hitachi, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 2912.9 (C134H163N38O36P)
gefunden: 2912.6
H-t-P4-t-PQpYEEIPI-a-Q-a-G-NH2 (52)
Das Produkt wurde im 2 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 16.1 OD260nm (184 nmol, 9%); ε260nm = 87470 M−1·cm−1
HPLC: tR = 10.5 min (Merck Hitachi, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 2912.0 (C135H164N37O36P)
gefunden: 2911.6
H-gg-P2-g-PQpYEEIPI-c-Q-cc-G-NH2 (53)
Das Produkt wurde im 2.5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 0.4 OD260nm (4 nmol, <1%); ε260nm = 99940 M−1·cm−1
HPLC: tR = 7.8 min (Merck Hitachi, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 3428.4 (C152H184N51O42P)
gefunden: 3428.3
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H-g-P2-gg-PQpYEEIPI-cc-Q-c-G-NH2 (54)
Das Produkt wurde im 5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 18.6 OD260nm (186 nmol, 4%); ε260nm = 99940 M−1·cm−1
HPLC: tR = 7.6 min (Merck Hitachi, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 3428.4 (C152H184N51O42P)
gefunden: 3428.2
H-g-P4-gg-PQpYEEIPI-cc-Q-c-G-NH2 (55)
Das Produkt wurde im 2.5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 21.4 OD260nm (220 nmol, 9%); ε260nm = 97370 M−1·cm−1
HPLC: tR = 8.9 min (Merck Hitachi, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 3456.4 (C154H188N51O42P)
gefunden: 3456.2
H-ga-P2-ag-PQpYEEIPI-ct-Q-tc-G-NH2 (56)
Das Produkt wurde im 2.5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 3.8 OD260nm (30 nmol, 1%); ε260nm = 126640 M−1·cm−1
HPLC: tR = 0.80 min (UPLC, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 3968.9 (C175H212N61O48P)
gefunden: 3968.6
H-ga-P4-ag-PQpYEEIPI-ct-Q-tc-G-NH2 (57)
Das Produkt wurde im 2.5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 2.4 OD260nm (19 nmol, <1%); ε260nm = 124070 M−1·cm−1
HPLC: tR = 0.90 min (UPLC, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 3997.0 (C177H216N61O48P)
gefunden: 3996.7
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H-gg-P2-gg-PQpYEEIPI-cc-Q-cc-G-NH2 (58)
Das Produkt wurde im 5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 18.4 OD260nm (156 nmol, 3%); ε260nm = 118240 M−1·cm−1
HPLC: tR = 0.78 min (UPLC, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 3970.9 (C173H210N63O48P)
gefunden: 3971.0
H-cc-P2-cc-PQpYEEIPI-gg-Q-gg-G-NH2 (59)
Das Produkt wurde im 5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 24.0 OD260nm (203 nmol, 8%); ε260nm = 118240 M−1·cm−1
HPLC: tR = 1.10 min (UPLC, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 3970.9 (C173H210N63O48P)
gefunden: 3970.6
H-tg-P2-gg-PQpYEEIPI-cc-Q-ca-G-NH2 (60)
Das Produkt wurde im 5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 25.1 OD260nm (205 nmol, 4%); ε260nm = 122440 M−1·cm−1
HPLC: tR = 0.77 min (UPLC, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 3969.9 (C174H211N62O48P)
gefunden: 3967.0
H-tg-P4-gg-PQpYEEIPI-cc-Q-ca-G-NH2 (61)
Das Produkt wurde im 2.5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 7.0 OD260nm (58 nmol, 2%); ε260nm = 119870 M−1·cm−1
HPLC: tR = 0.88 min (UPLC, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 3998.0 (C176H215N62O48P)
gefunden: 3997.7
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H-cca-P2-ac-PQpYEEIPI-gt-Q-tgg-G-NH2 (62)
Das Produkt wurde im 5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 35.5 OD260nm (245 nmol, 5%); ε260nm = 144940 M−1·cm−1
HPLC: tR = 1.12 min (UPLC, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 4511.4 (C196H238N73O54P)
gefunden: 4511.2
H-cca-S-P2-S-ac-PQpYEEIPI-gt-Q-S-Q-tgg-G-NH2 (63)
Das Produkt wurde im 5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 20.5 OD260nm (117 nmol, 2%); ε260nm = 174900 M−1·cm−1
HPLC: tR = 0.99 min (UPLC, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 5272.2 (C233H282N81O64P)
gefunden: 5272.2
H-cca-P4-ac-PQpYEEIPI-gt-Q-tgg-G-NH2 (64)
Das Produkt wurde im 2.5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 9.8 OD260nm (69 nmol, 3%); ε260nm = 142370 M−1·cm−1
HPLC: tR = 0.94 min (UPLC, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 4539.5 (C198H242N73O54P)
gefunden: 4539.2
H-acc-P4-ca-PQpYEEIPI-tg-Q-ggt-G-NH2 (65)
Das Produkt wurde im 2.5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 7.5 OD260nm (53 nmol, 2%); ε260nm = 142370 M−1·cm−1
HPLC: tR = 0.92 min (UPLC, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 4539.5 (C198H242N73O54P)
gefunden: 4539.1
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H-cca-P2-S-P2-ac-PQpYEEIPI-gt-S-Q-S-tgg-G-NH2 (66)
Das Produkt wurde im 5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 26.7 OD260nm (167 nmol, 3%); ε260nm = 160020 M−1·cm−1
HPLC: tR = 0.93 min (UPLC, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 5280.3 (C236H286N81O62P)
gefunden: 5280.3
H-cca-P2-P2-ac-PQpYEEIPI-gt-Q-tgg-G-NH2 (67)
Das Produkt wurde im 5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 23.4 OD260nm (146 nmol, 3%); ε260nm = 160020 M−1·cm−1
HPLC: tR = 1.02 min (UPLC, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 4853.8 (C218H256N75O56P)
gefunden: 4853.6
H-ca-P2-P2-acc-PQpYEEIPI-ggt-Q-tg-G-NH2 (68)
Das Produkt wurde im 5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 12.3 OD260nm (77 nmol, 2%); ε260nm = 160020 M−1·cm−1
HPLC: tR = 0.93 min (UPLC, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 4853.8 (C218H256N75O56P)
gefunden: 4853.8
H-K(C2Pyr)-K(C2Pyr)-PQpYEEIPI-K(C1Anthr)-NH2 (69)
Das Produkt wurde im 2 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 13.7 OD260nm (303 nmol, 15%); ε260nm = 45040 M−1·cm−1
HPLC: tR = 1.21 min (UPLC, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 1800.0 (C91H111N14O23P)
gefunden: 1799.0
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Fluoreszenzspektroskopische Messungen
Messung der Hintergrundfluoreszenz
Sämtliche Messungen wurden in entgastem und anschließend mit Argon gesättig-
tem Phosphat-Puffer (20mM NaH2PO4, 100mM NaCl, 2mM DTT, pH 7.4) bei
25 ◦C durchgeführt. Die Stammlösungen der Sonden wurden mit einem H2O:MeCN-
Gemisch (1:1, v:v) zu einer 10µM Konzentration verdünnt, auf 80 ◦C erhitzt und
langsam auf 25 ◦C abgekühlt. Anschließend wurde 150µl Lösung einer 1 bzw. 2µM
Konzentration der jeweiligen Sonde in Puffer hergestellt. Die Konzentrationen wur-
den am UV-Spektrometer mithilfe der Absorption bei 260 nm geprüft und gegebe-
nenfalls angepasst. Die Fluoreszenzmessungen wurden bei einer Anregungswellen-
länge λex=340 nm (Filter: 250-395 nm) mit 10 nm Schlitzbreite durchgeführt. Die
Aufnahme der Emission erfolgte über einen Bereich von λem=360-600 nm (Filter:
360-1100 nm) mit 10 nm Schlitzbreite und drei Scans, deren Mittelwert für die Aus-
wertung verwendet wurde.
Detektion von SH2-Domänen
Sämtliche Messungen wurden in entgastem und anschließend mit Argon gesättig-
tem Phosphat-Puffer (20mM NaH2PO4, 100mM NaCl, 2mM DTT, pH 7.4) bei
25 ◦C durchgeführt. Die Stammlösungen der Sonden wurden mit einem H2O:MeCN-
Gemisch (1:1, v:v) zu einer 10µM Konzentration verdünnt, auf 80 ◦C erhitzt und
langsam auf 25 ◦C abgekühlt. Anschließend wurde 140µl Lösung einer 1µM Kon-
zentration der jeweiligen Sonde in Puffer hergestellt. Die Konzentrationen wurden
am UV-Spektrometer mithilfe der Absorption bei 260 nm geprüft und gegebenen-
falls angepasst. Die Fluoreszenzmessungen wurden bei einer Anregungswellenlänge
λex=340 nm (Filter: 250-395 nm) mit 10 nm Schlitzbreite durchgeführt. Die Auf-
nahme der Emission erfolgte über einen Bereich von λem=360-600 nm (Filter: 360-
1100 nm) mit 10 nm Schlitzbreite. Nach der Messung der Hintergrundfluoreszenz
wurde das GST SH2-Fusionsprotein in definierten Mengen aus einer Stammlösung
(GST-Src SH2: 577µM, Phosphat-Puffer; GST-Lck SH2: 308µM, MOPS-Puffer) zu-
gegeben, um volumenkorrigierte Proteinkonzentrationen von 5, 10, 15, 20, 30, 40,
50 µM zu erhalten. Die Fluoreszenzspektren wurden 2min nach Proteinzugabe mit
je drei Scans aufgezeichnet, deren Mittelwert für die Auswertung verwendet wurde.
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Enzymatische Spaltung
Sämtliche Messungen wurden in entgastem und anschließend mit Argon gesättigtem
Tris-CIP-Puffer (20mM Tris-Cl, 1mM MgCl2, pH 8.0 + 0.1% (w/v) BSA) durch-
geführt. Die Stammlösungen der Sonden wurden mit dem Tris-CIP-Puffer zu einer
10µM Konzentration verdünnt, auf 80 ◦C erhitzt und langsam auf 25 ◦C abgekühlt.
Anschließend wurde 140µl Lösung einer 1µM Konzentration der jeweiligen Sonde in
Puffer hergestellt. Die Konzentrationen wurden am UV-Spektrometer mithilfe der
Absorption bei 260 nm geprüft und gegebenenfalls angepasst.
Die Fluoreszenzmessungen wurden bei einer Anregungswellenlänge λex=340 nm
(Filter: 250-395 nm) mit 10 nm Schlitzbreite durchgeführt. Die Aufnahme der Emissi-
onsspektren erfolgte über einen Bereich von λem=360-600 nm (Filter: 360-1100 nm)
mit 10 nm Schlitzbreite. Nach der Messung der Hintergrundfluoreszenz bei 25 ◦C
wurde 0.7U CIP (6µl einer 1mg·ml−1 Lösung, 120.4 U·mg−1) zugegeben und die
Lösung 24 h bei 37 ◦C und 300 rpm in einem verschlossenen Gefäß inkubiert. Der
Reaktionsstopp erfolgte durch 10-minütiges Erhitzen auf 75 ◦C. Anschließend wurde
erneut ein Emissionsspektrum bei 25 ◦C mit drei Scans aufgezeichnet, deren Mittel-
wert für die Auswertung verwendet wurde. Das Reaktionsgemisch wurde gefrierge-
trocknet und in einem H2O:MeCN-Gemisch (50% MeCN) gelöst, um eine MALDI-
MS-Analyse durchzuführen.
Die kinetischen Messungen wurden bei derselben Anregungswellenlänge und bei
einer Emissionswellenlänge von λem,Monomer=400 nm bzw. λem,Excimer=480 nm bei
37 ◦C durchgeführt. Die Emission der 1µM Sondenlösung wurde vor der Zugabe von
0.7U CIP mindestens 10min aufgenommen und anschließend über einen Zeitraum
von bis zu 24 h aufgezeichnet. Dabei wurde jede Minute ein Datenpunkt gemessen.
6.6.3 Detektion der Matrix-Metalloprotease 7 mit IS-HPBs
H-cca-P2-S-P2-ac-RPLALWRS-gt-S-Q-S-tgg-G-NH2 (70)
Das Produkt wurde im 2.5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 11.7 OD260nm (73 nmol, 3%); ε260nm = 160020 M−1·cm−1
HPLC: tR = 1.17 min (UPLC, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 5210.4 (C236H291N87O54)
gefunden: 5211.0
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H-cca-P2-S-P2-ac-Ahex-RPLALWRS-Ahex-gt-S-Q-S-tgg-G-NH2 (71)
Das Produkt wurde im 2.5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 15.2 OD260nm (95 nmol, 4%); ε260nm = 160020 M−1·cm−1
HPLC: tR = 1.16 min (UPLC, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 5436.7 (C248H313N89O56)
gefunden: 5437.3
H-cca-P2-S-P2-ac-βA-RPLALWRS-βA-gt-S-Q-S-tgg-G-NH2 (72)
Das Produkt wurde im 2.5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 10.6 OD260nm (66 nmol, 3%); ε260nm = 160020 M−1·cm−1
HPLC: tR = 1.12 min (UPLC, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 5352.5 (C242H301N89O56)
gefunden: 5353.1
H-DDD-cca-P2-S-P2-ac-RPLALWRS-gt-S-Q-S-tgg-G-NH2 (73)
Das Produkt wurde im 2.5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 10.2 OD260nm (64 nmol, 3%); ε260nm = 160020 M−1·cm−1
HPLC: tR = 1.15 min (UPLC, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 5555.7 (C248H306N90O63)
gefunden: 5556.1
H-DDD-cca-P2-S-P2-ac-Ahex-RPLALWRS-Ahex-gt-S-Q-S-tgg-G-NH2
(74)
Das Produkt wurde im 2.5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 14.2 OD260nm (89 nmol, 4%); ε260nm = 160020 M−1·cm−1
HPLC: tR = 1.15 min (UPLC, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 5782.0 (C260H328N92O65)
gefunden: 5782.5
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H-DDD-cca-P2-S-P2-ac-βA-RPLALWRS-βA-gt-S-Q-S-tgg-G-NH2 (75)
Das Produkt wurde im 2.5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 12.8 OD260nm (80 nmol, 3%); ε260nm = 160020 M−1·cm−1
HPLC: tR = 1.10 min (UPLC, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 5697.8 (C254H316N92O65)
gefunden: 5698.3
H-cca-P2-P2-ac-RPLALWRS-gt-Q-tgg-G-NH2 (76)
Das Produkt wurde im 2.5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 87.7 OD260nm (548 nmol, 22%); ε260nm = 160020 M−1·cm−1
HPLC: tR = 1.44 min (UPLC, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 4783.9 (C218H261N81O48)
gefunden: 4784.1
H-cca-P2-P2-ac-Ahex-RPLALWRS-Ahex-gt-Q-tgg-G-NH2 (77)
Das Produkt wurde im 2.5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 46.7 OD260nm (292 nmol, 12%); ε260nm = 160020 M−1·cm−1
HPLC: tR = 1.11 min (UPLC, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 5010.2 (C230H283N83O50)
gefunden: 5010.6
H-cca-P2-P2-ac-βA-RPLALWRS-βA-gt-Q-tgg-G-NH2 (78)
Das Produkt wurde im 2.5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 72.7 OD260nm (454 nmol, 18%); ε260nm = 160020 M−1·cm−1
HPLC: tR = 1.40 min (UPLC, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 4926.1 (C224H271N83O50)
gefunden: 4926.2
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H-DDD-cca-P2-P2-ac-RPLALWRS-gt-Q-tgg-G-NH2 (79)
Das Produkt wurde im 2.5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 7.5 OD260nm (47 nmol, 2%); ε260nm = 160020 M−1·cm−1
HPLC: tR = 1.13 min (UPLC, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 5129.2 (C230H276N84O57)
gefunden: 5128.3
H-DDD-cca-P2-P2-ac-Ahex-RPLALWRS-Ahex-gt-Q-tgg-G-NH2 (80)
Das Produkt wurde im 2.5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 10.2 OD260nm (64 nmol, 3%); ε260nm = 160020 M−1·cm−1
HPLC: tR = 1.17 min (UPLC, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 5355.5 (C242H298N86O59)
gefunden: 5355.7
H-DDD-cca-P2-P2-ac-βA-RPLALWRS-βA-gt-Q-tgg-G-NH2 (81)
Das Produkt wurde im 2.5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 14.1 OD260nm (88 nmol, 4%); ε260nm = 160020 M−1·cm−1
HPLC: tR = 1.05 min (UPLC, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 5271.3 (C236H286N86O59)
gefunden: 5271.6
H-K(C2Pyr)-K(C2Pyr)-RPLALWRS-K(C1Anthr)-NH2 (82)
Das Produkt wurde im 5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.2 und 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 57.5 OD260nm (956 nmol, 19%); ε260nm = 60120 M−1·cm−1
HPLC: tR = 1.09 min (UPLC, 10→ 80% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 2100.5 (C115H138N22O17)
gefunden: 2100.4
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Fluoreszenzspektroskopische Messungen
Statische Fluoreszenzmessungen
Sämtliche Messungen wurden in entgastem und anschließend mit Argon gesättigtem
HEPES-Puffer (10mM HEPES, 150mM NaCl, 5mM CaCl2, pH 7.4 + 0.05% (w/v)
CHAPS) und DMEM* im 384er Well Plate-Format durchgeführt. Die Stammlösun-
gen der Sonden wurden mit einem H2O:MeCN-Gemisch (1:1, v:v) zu einer 10µM
Konzentration verdünnt, auf 80 ◦C erhitzt und langsam auf 25 ◦C abgekühlt. Die
Konzentrationen wurden am Mikrovolumenphotometer mithilfe der Absorption bei
260 nm bestimmt. In jedes Well wurde Puffer bzw. DMEM* vorgelegt und nach
Messung der Emissionswerte, die jeweilige Sonde in einer 1µM Konzentration und
einem Endvolumen von 50µl zugegeben. Nach Aufnahme der Fluoreszenzspektren
bei 25 ◦C wurde das Well Plate auf 37 ◦C erwärmt und MMP-7 zu einer Endkonzen-
tration von 25 nM aus einer 1:499-Verdünnung der MMP-7-Stammlösung (110µM,
HEPES-Puffer) zugefügt. Die Fluoreszenzintensitäten wurden nach diversen Zeit-
intervallen über einen gesamten Zeitraum von bis zu 24 h gemessen. Bei längeren
Zeitabständen wurde die Platte mit Folie abgedeckt in einem Thermoschüttler bei
37 ◦C und 300 rpm inkubiert. Gleichzeitig wurde die Signalintensität der Sonden
ohne Enzymzugabe, sowie der Puffer betrachtet. Für jede Probe wurde eine Drei-
fachbestimmung durchgeführt und der Mittelwert gebildet. Die kinetische Messung
wurde unterbrochen, sobald ein Plateau der Signalintensität erreicht war. Das Well
Plate wurde auf 25 ◦C abgekühlt und erneut die Fluoreszenzspektren bei 25 ◦C aufge-
zeichnet. Das Reaktionsgemisch jeder Sonde wurde vereinigt und gefriergetrocknet.
Der Rückstand wurde in einem H2O:MeCN-Gemisch (1:1, v:v) aufgenommen und
mittels HPLC-MS analysiert.
Zeitaufgelöste Fluoreszenzmessungen
Die Stammlösungen der Sonden wurden mit einem H2O:MeCN-Gemisch (1:1, v:v)
zu einer 10µM Konzentration verdünnt, auf 80 ◦C erhitzt und langsam auf 25 ◦C
abgekühlt. Die Konzentrationen wurden am Mikrovolumenphotometer mithilfe der
Absorption bei 260 nm bestimmt.
Die Sonden wurden im jeweiligen Medium (HEPES-Puffer: 10mM HEPES,
150mM NaCl, 5mM CaCl2, pH 7.4 + 0.05% (w/v) CHAPS oder DMEM*) zu
einer Endkonzentration von 1µM verdünnt. Anschließend wurden 150µl Aliquo-
te in 0.5ml-Gefäße überführt und verschiedene MMP-7-Mengen aus einer 1:199-
Verdünnung (für 25 nM Endkonzentration) bzw. 1:1999-Verdünnung (für 0.5, 0.1 nM
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Endkonzentrationen) der MMP-7-Stammlösung (110µM, HEPES-Puffer) zugege-
ben. Die resultierenden Gemische wurden 24 h bei 37 ◦C und 300 rpm inkubiert.
Die Abklingkurven wurden mit λex=280 nm und λem=480 nm jeweils über einen
Zeitraum von 5min aufgezeichnet.
Vor den Messungen im Humanserum wurde dieses mit einem 0.25µm Filter ste-
rilfiltriert. Die Messungen wurden in unverdünntem Humanserum und in verschie-
denen Verdünnungen mit HEPES-Puffer (1:1, 1:10, 1:100) mit diversen Pefablocr
SC-Konzentrationen (5, 10, 15, 20mM) durchgeführt. Die Sonden wurden im jewei-
ligen Gemisch zu einer Endkonzentration von 1µM verdünnt und in zwei Aliquote
(je 150µl) aufgeteilt. Die Abklingkurven wurden mit λex=280 nm und λem=480 nm
jeweils über einen Zeitraum von 5min aufgezeichnet. Anschließend wurde zu einem
Aliquot MMP-7 aus einer 1:13999-Verdünnung der MMP-7-Stammlösung (110µM,
HEPES-Puffer) zu einer 1 nM Endkonzentration im Humanserum zugegeben. Die
Probe ohne MMP-7-Zusatz fungierte als Blindprobe. Beide Proben wurden 24 h bei
37 ◦C und 300 rpm inkubiert und anschließend die Abklingkurven erneut aufgenom-
men. Die Messung mit dem 1:10-Gemisch wurden dreimal durchgeführt und der
Mittelwert mit Standardabweichung gebildet.
6.7 Versuche zur thermodynamischen Untersuchung
der PNA-Peptid-Konjugate
Die Festphasensynthesen wurden unter Verwendung eines Rinkamid-Harzes (Bela-
dungsgrad: 190 µmol·g−1) durchgeführt. Dieses wurde mit Fmoc-Glycin-OH vorbe-
laden. Die Ansatzgröße wurde anhand der Beladung berechnet, die die erstmalige
Fmoc-Abspaltung ergab.
H-K-tttg-PQpYEEIPI-caaa-K-G-NH2 (13)
Das Produkt wurde im 22.6 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Ka-
pitel 6.2.2 synthetisiert.
Ausbeute: 400.7 OD260nm (4.7 µmol, 21%); ε260nm = 85800 M−1·cm−1
HPLC: tR = 13.1 min (Merck Hitachi, 3→ 50% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 3547.6 (C147H205N60O44P)
gefunden: 3547.2
138
6.7 Versuche zur thermodynamischen Untersuchung der PNA-Peptid-Konjugate
H-K-gttg-PQpYEEIPI-caac-K-G-NH2 (14)
Das Produkt wurde im 29.2 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Ka-
pitel 6.2.2 synthetisiert.
Ausbeute: 607.9 OD260nm (7.5 µmol, 26%); ε260nm = 81600 M−1·cm−1
HPLC: tR = 12.9 min (Merck Hitachi, 3→ 50% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 3548.5 (C146H204N61O44P)
gefunden: 3548.2
H-D-K-gttg-PQpYEEIPI-caac-K-G-NH2 (15)
Das Produkt wurde im 2 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 13.9 OD260nm (170 nmol, 9%); ε260nm = 81600 M−1·cm−1
HPLC: tR = 10.5 min (Merck Hitachi, 3→ 70% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 3663.6 (C150H209N62O47P)
gefunden: 3663.2
H-DD-K-gttg-PQpYEEIPI-caac-K-G-NH2 (16)
Das Produkt wurde im 25 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 222.8 OD260nm (2.7 µmol, 11%); ε260nm = 81600 M−1·cm−1
HPLC: tR = 10.5 min (Merck Hitachi, 3→ 70% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 3778.7 (C154H214N63O50P)
gefunden: 3778.2
H-DDD-K-gttg-PQpYEEIPI-caac-K-G-NH2 (17)
Das Produkt wurde im 2x 2 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Ka-
pitel 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 30.8 OD260nm (378 nmol, 10%); ε260nm = 81600 M−1·cm−1
HPLC: tR = 10.5 min (Merck Hitachi, 3→ 70% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 3893.8 (C158H219N64O53P)
gefunden: 3893.3
139
6 Experimenteller Teil
H-DD-K-tttg-PQpYEEIPI-caaa-K-G-NH2 (18)
Das Produkt wurde im 25 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 299.4 OD260nm (3.5 µmol, 14%); ε260nm = 85800 M−1·cm−1
HPLC: tR = 10.4 min (Merck Hitachi, 3→ 70% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 3777.7 (C155H215N62O50P)
gefunden: 3776.3
H-DDD-K-tttg-PQpYEEIPI-caaa-K-G-NH2 (19)
Das Produkt wurde im 2x 2 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Ka-
pitel 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 47.2 OD260nm (550 nmol, 14%); ε260nm = 85800 M−1·cm−1
HPLC: tR = 10.4 min (Merck Hitachi, 3→ 70% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 3892.8 (C159H220N63O53P)
gefunden: 3893.0
H-K-gcta-PQpYEEIPI-ccaa-K-G-NH2 (20)
Das Produkt wurde im 37.6 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Ka-
pitel 6.2.2 synthetisiert.
Ausbeute: 748.9 OD260nm (9.2 µmol, 25%); ε260nm = 81400 M−1·cm−1
HPLC: tR = 10.6 min (Merck Hitachi, 3→ 70% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 3517.5 (C145H203N62O42P)
gefunden: 3517.6
H-DD-K-gcta-PQpYEEIPI-ccaa-K-G-NH2 (21)
Das Produkt wurde im 25 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 226.3 OD260nm (2.8 µmol, 11%); ε260nm = 81400 M−1·cm−1
HPLC: tR = 10.5 min (Merck Hitachi, 3→ 70% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 3747.7 (C153H213N64O48P)
gefunden: 3746.5
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H-DDD-K-gcta-PQpYEEIPI-ccaa-K-G-NH2 (22)
Das Produkt wurde im 2x 2 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Ka-
pitel 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 59.7 OD260nm (734 nmol, 18%); ε260nm = 81400 M−1·cm−1
HPLC: tR = 10.5 min (Merck Hitachi, 3→ 70% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 3862.8 (C157H218N65O51P)
gefunden: 3862.7
H-DD-K-gttg-TEGQpYQPQP-caac-K-G-NH2 (23)
Das Produkt wurde im 5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 63.6 OD260nm (779 nmol, 16%); ε260nm = 81600 M−1·cm−1
HPLC: tR = 9.2 min (Merck Hitachi, 3→ 70% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 3837.7 (C153H211N66O52P)
gefunden: 3837.7
H-DD-K-tttg-TEGQpYQPQP-caaa-K-G-NH2 (24)
Das Produkt wurde im 5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 104.7 OD260nm (1.2 µmol, 24%); ε260nm = 85800 M−1·cm−1
HPLC: tR = 10.1 min (Merck Hitachi, 3→ 50% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 3836.7 (C154H212N65O52P)
gefunden: 3836.6
H-DD-K-gcta-TEGQpYQPQP-ccaa-K-G-NH2 (25)
Das Produkt wurde im 5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Kapitel
6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 41.3 OD260nm (507 nmol, 10%); ε260nm = 81400 M−1·cm−1
HPLC: tR = 9.3 min (Merck Hitachi, 3→ 50% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 3806.7 (C152H210N67O50P)
gefunden: 3806.7
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H-DD-K-gttg-PQpYEEIPI-K-G-NH2 (26)
Das Produkt wurde im 3x 2 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Ka-
pitel 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 46.3 OD260nm (1.1 µmol, 19%); ε260nm = 41000 M−1·cm−1
HPLC: tR = 11.2 min (Merck Hitachi, 3→ 70% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 2725.7 (C112H162N39O40P)
gefunden: 2725.4
H-DD-K-tttg-PQpYEEIPI-K-G-NH2 (27)
Das Produkt wurde im 3x 2 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Ka-
pitel 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 67.4 OD260nm (1.8 µmol, 30%); ε260nm = 38100 M−1·cm−1
HPLC: tR = 11.1 min (Merck Hitachi, 3→ 70% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 2700.7 (C112H163N36O41P)
gefunden: 2700.4
H-DD-K-gcta-PQpYEEIPI-K-G-NH2 (28)
Das Produkt wurde im 3x 2 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Ka-
pitel 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 53.4 OD260nm (1.3 µmol, 22%); ε260nm = 40800 M−1·cm−1
HPLC: tR = 11.9 min (Merck Hitachi, 3→ 50% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 2694.7 (C111H161N40O38P)
gefunden: 2694.5
H-DD-K-PQpYEEIPI-caac-K-G-NH2 (29)
Das Produkt wurde im 3x 2 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Ka-
pitel 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 43.4 OD260nm (1.1 µmol, 18%); ε260nm = 40600 M−1·cm−1
HPLC: tR = 11.9 min (Merck Hitachi, 3→ 50% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 2663.7 (C110H160N41O36P)
gefunden: 2663.5
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H-DD-K-PQpYEEIPI-caaa-K-G-NH2 (30)
Das Produkt wurde im 3x 2 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Ka-
pitel 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 48.7 OD260nm (1.0 µmol, 17%); ε260nm = 47700 M−1·cm−1
HPLC: tR = 11.9 min (Merck Hitachi, 3→ 50% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 2687.7 (C111H160N43O35P)
gefunden: 2687.6
H-DD-K-PQpYEEIPI-ccaa-K-G-NH2 (31)
Das Produkt wurde im 3x 2 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Ka-
pitel 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 30.5 OD260nm (750 nmol, 13%); ε260nm = 40600 M−1·cm−1
HPLC: tR = 11.7 min (Merck Hitachi, 3→ 50% in 20 min, 260 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 2663.7 (C110H160N41O36P)
gefunden: 2663.7
Ac-PQpYEEIPI-NH2 (32)
Das Produkt wurde im 20.0 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Ka-
pitel 6.2.2 synthetisiert.
Ausbeute: 60.2 OD214nm (3.8 µmol, 19%); ε214nm = 15852 M−1·cm−1
HPLC: tR = 13.0 min (Agilent, 3→ 50% in 20 min, 210 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 1109.1 (C48H73N10O18P)
gefunden: 1108.5
Ac-TEGQpYQPQP-NH2 (33)
Das Produkt wurde im 2x 5 µmol-Maßstab nach der allgemeinen Vorschrift in Ka-
pitel 6.2.3 synthetisiert.
Ausbeute: 41.5 OD214nm (2.1 µmol, 21%); ε214nm = 19598 M−1·cm−1
HPLC: tR = 6.4 min (Agilent, 3→ 30% in 20 min, 210 nm)
ESI-MS (m/z): berechnet: 1168.1 (C47H70N13O20P)
gefunden: 1167.9
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ITC-Messungen
Die verwendeten VP ITC-Geräte waren von der der Firma MicroCal (jetzt: GE
Healthcare) und besaßen eine 1.45ml große Probenzelle und eine 300µl große, ro-
tierende Injektionseinheit. Die Zellbeschichtung bestand aus Hastelloyr C-276, ei-
ner extrem korrosionsbeständigen Nickel-Chrom-Molybdän-Wolfram-Legierung. Das
ITC200-Gerät der Firma MicroCal (jetzt: GE Healthcare) war mit einer 200µl
großen Probenzelle und einer 40µl großen Injektionseinheit ausgestattet. Die Ver-
suchsparameter der verschiedenen ITC-Experimente sind in Tabelle 6.3 angegeben.
Tabelle 6.3: Verwendete Parameter der verschiedenen ITC-Experimente.
VP ITC ITC200 VP ITC
(FMP) (FMP) (HU)
Titrand Protein Konjugat Protein Konjugat
Titrator Konjugat Protein Konjugat Protein
Referenzleistung [µcal·s−1] 18 18 9 18
Rührgeschwindigkeit [rpm] 307 307 1000 300
Injektionsvolumen [µl] 10 10 1 10
V1. Injektion [µl] 5 5 0.5 5
spacing time [min] 30 5-10 5 3-7
Initial Delay : 120 s, Feedback Mode: hoch, Equlibration mode: schnell, Filterperiod : 2 s.
Die Lösungen der Proteindomäne und Konjugate wurden vor jeder ITC-Messung
mit einem ThermoVac-Gerät von MicroCal 5min entgast und dabei gleichzeitig
auf eine um 5K kleinere Temperatur als die Messtemperatur temperiert. Die Son-
den wurden mit dem Dialysepuffer des jeweiligen Proteins verdünnt, wodurch eine
identische Pufferzusammensetzung gewährleistet wurde. Um die luftblasenfreie Be-
füllung zu erleichtern, wurde für die Probenzelle ein Zusatzvolumen von 30% und
bei der Spritzeneinheit ein Zusatzvolumen von 50% verwendet. Die erste Injekti-
on war mit einem kleineren Volumen von 5µl bzw. 0.5µl (ITC200), um zum einen
Luftblasen in der Spritzeneinheit zu entfernen und zum anderen eine Durchmischung
durch Diffusion der Zellkomponente in die Spritzeneinheit während der Äquilibrie-
rungsphase zu reduzieren. Der entsprechende Wert wurde in die Auswertung nicht
miteinbezogen. Die Befüllung der Zelle, sowie der Waschvorgang, erfolgte mit einer
2.5ml-Hamilton-Spritze. Die Zelle wurde intensiv nach jeder Messung mit Wasser
gespült und zusätzlich 15min mit 5 -prozentiger SDS-Lösung nach jeder Messung mit
Proteinzusatz behandelt. Des Weiteren wurde nach jedem Lauf mit einer Protein-
domäne ein Wasserlauf zur Kontrolle durchgeführt, wobei Wasser zu Wasser titriert
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wurde (30 x 10 Injektionen, 150 s spacing time), um etwaige Systemverunreinigungen
zu identifizieren und gegebenenfalls zu beseitigen.
Für jedes Konjugat sowie für die Proteindomänen wurden die Verdünnungswär-
men in einem zusätzlichen Experiment bestimmt. Dabei wurde eine Bindungskom-
ponente gegen Puffer ausgetauscht. Die erhaltenen Werte (∆qKonjugat, ∆qProtein)
wurden von der gemessenen Wärme des Bindungsprozesses (∆qapp) abgezogen, um
die tatsächliche Bindungswärme (∆qBindung) zu erhalten (Gleichung 6.3).
∆qBindung = ∆qapp −∆qProtein −∆qKonjugat −∆qSystem
= ∆qapp −∆qProtein −∆qKonjugat (∆qSystem ≈ 0)
(6.3)
Der Wert von ∆qSystem, der u. a. durch die rotierende Injektionseinheit erzeugt wird,
konnte durch die Titration von Wasser zu Wasser bestimmt werden und war bei dem
verwendeten Geräten vernachlässigbar klein (∆qSystem≈ 0). Unter Einbeziehung des
molaren Verhältnisses erhält man daraus die Bindungsenthalpie ∆HBindung.
Die Auswertung der Rohdaten erfolgte mit der von MicroCal bereitgestellten
Software Origin 7.0, die das Zusatzpaket für ITC enthält. Diese Software erlaubte
die Integration des Injektionsprofils und die Berechnung der resultierenden Bin-
dungsisotherme. Der Fit der Bindungsisotherme erfolgte nach dem Modell für eine
Bindungsstelle und lieferte direkt den ∆H-Wert und KB-Wert, aus denen sich die
fehlenden Parameter nach der Gibbs-Helmholtz-Gleichung (Gleichung 6.4) berech-
nen ließen.
∆G = ∆H − T ·∆S = −R · T · lnKB (6.4)
Messungen mit dem VP ITC-Gerät am FMP
Erste ITC-Messungen wurden an einem VP ITC-Gerät mit den Parametern in Tabel-
le 6.3 unter Aufsicht von Nadin Jahnke (Arbeitsgruppe Prof. Keller, FMP) in Berlin-
Buch durchgeführt. Als Testsystem wurde die Fusionsproteindomäne GST-Src SH2
und das Konjugat 16, das bei der Messtemperatur von 25 ◦C quantitativ als Haarna-
delstruktur vorliegt, verwendet. Die Proteindomäne (cSrc SH2=0.193mM, HEPES-
Puffer) wurde in der Probenzelle vorgelegt und das Konjugat 16 (c16=2.20mM) in
Aliquoten zutitriert (Abbildung 6.2 a). Die freiwerdenden Wärmetönungen waren so
groß, dass eine spacing time, d. h. der zeitliche Abstand zweier aufeinanderfolgender
Injektionen, von 30min erforderlich war bis das Signal wieder der Basislinie ent-
sprach. Die Umkehrung der experimentellen Konfiguration, d. h. der Titration des
Proteins zu einer Konjugatverdünnung, konnte die spacing time erheblich verkürzen
und den Materialverbrauch reduzieren.
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Messungen mit dem ITC200-Gerät am FMP
Weitere Untersuchungen wurden an einem ITC200-Gerät unter Verwendung der
Parameter in Tabelle 6.3 unter Aufsicht von Nadin Jahnke (Arbeitsgruppe Prof.
Keller, FMP) in Berlin-Buch durchgeführt. Als Testsystem wurde die Fusionspro-
teindomäne GST-Src SH2 und das Konjugat 16, das bei der Messtemperatur von
25 ◦C quantitativ als Haarnadelstruktur vorliegt, verwendet. Die Proteindomäne
(cSrc SH2=0.193mM, HEPES-Puffer) wurde in der Probenzelle vorgelegt und das
Konjugat 16 (c16=2.20mM) in Aliquoten zutitriert (Abbildung 6.2 b). Das Injekti-
onsprofil wies eine starke Fluktuation der Basislinie auf, wodurch ein großer Fehler
bei der Integration der Injektionssignale entsteht. Des Weiteren war eine Präzipi-
tation der Zelllösung im Laufe der Titration zu beobachten, was dieses Gerät für
weitere Messungen als ungeeignet kennzeichnete.
Abbildung 6.2: Erste ITC-Experimente mit GST-Src SH2. Injektionsprofil der Titration
von 16 (2.20mM) in GST-Src SH2 (193µM) mit (a) VP ITC, 30 x 10µl
Injektionen, 307 rpm, spacing time: 30min und (b) ITC200, 40 x 1µl In-
jektionen, 1000 rpm, spacing time: 5min. Bedingungen: HEPES-Puffer,
25 ◦C.
Messungen mit dem VP ITC-Gerät der HU
Sämtliche ITC-Experimente mit der Src SH2-Domäne, die am FMP durchgeführt
wurden, wurden an einem VP ITC-Gerät unter Verwendung der Parameter in Ta-
belle 6.3 unter Betreuung von Dr. Hennig (Arbeitsgruppe Prof. Ernsting, HU) wie-
derholt. Dieses Gerät zeichnete sich durch eine geringe Fluktuation der Basislinie
und eine höhere Empfindlichkeit gegenüber Wärmeänderungen aus und resultierte
in veränderten thermodynamischen Werten für die Bindungsprozesse. Des Weiteren
wurde der Bindungsprozess an die Lck SH2-Domäne untersucht. Es wurde jeweils
eine Verdünnung des PNA-Peptid-Konjugats (cKonjugat=30µM) in der Zelle vorge-
legt und die Proteindomäne (cSH2−Domne=300µM) zutitriert. Jede Sonde wurde,
mit Ausnahme der Sonde 18, einmal gemessen.
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A Analytik der synthetisierten
Verbindungen
A.1 Chromatogramme und Massenspektren
A.1.1 Verbindungen aus Kapitel 4.4.1
H-DD-K(FAM)-gttg-PQpYEEIPI-caac-K(Dabcyl)-G-NH2 (34)
ESI-MS (m/z): ber.: 549.5 [M+8H]8+, 627.9 [M+7H]7+, 732.4 [M+6H]6+, 878.7 [M+5H]5+, 1098.1 [M+4H]4+
gef.: 549.7 [M+8H]8+, 628.0 [M+7H]7+, 732.5 [M+6H]6+, 878.6 [M+5H]5+, 1097.9 [M+4H]4+
H-DD-gttg-K(FAM)-PQpYEEIPI-K(Dabcyl)-caac-G-NH2 (35)
ESI-MS (m/z): ber.: 627.9 [M+7H]7+, 732.4 [M+6H]6+, 878.7 [M+5H]5+, 1098.1 [M+4H]4+, 1463.8 [M+3H]3+
gef.: 628.0 [M+7H]7+, 732.4 [M+6H]6+, 878.6 [M+5H]5+, 1098.1 [M+4H]4+, 1463.6 [M+3H]3+
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H-K(FAM)-PQpYEEIPI-K(Dabcyl)-G-NH2 (36)
ESI-MS (m/z): ber.: 498.5 [M+4H]4+, 664.4 [M+3H]3+, 996.0 [M+2H]2+
gef.: 498.5 [M+4H]4+, 664.3 [M+3H]3+, 995.9 [M+2H]2+
A.1.2 Modifizierte PNA-Monomere
Fmoc-Aeg(Alloc)-OH (39)
ESI-MS (m/z): ber.: 425.5 [M+H]+
gef.: 425.2 [M+H]+
Fmoc-Aeg(Ac)-OH (40)
ESI-MS (m/z): ber.: 383.4 [M+H]+
gef.: 383.2 [M+H]+
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A.1.3 Verbindungen aus Kapitel 4.4.4
H-g-P2-S-g-PQpYEEIPI-c-Q-S-c-G-NH2 (46)
ESI-MS (m/z): ber.: 635.0 [M+5H]5+, 793.6 [M+4H]4+, 1057.7 [M+3H]3+
gef.: 635.0 [M+5H]5+, 793.4 [M+4H]4+, 1057.6 [M+3H]3+
H-g-P2-g-PQpYEEIPI-c-Q-c-G-NH2 (47)
ESI-MS (m/z): ber.: 578.2 [M+5H]5+, 722.5 [M+4H]4+, 963.0 [M+3H]3+, 1443.9 [M+2H]2+
gef.: 578.2 [M+5H]5+, 722.5 [M+4H]4+, 962.8 [M+3H]3+, 1443.5 [M+2H]2+
H-t-P2-g-PQpYEEIPI-c-Q-a-G-NH2 (48)
ESI-MS (m/z): ber.: 722.2 [M+4H]4+, 962.6 [M+3H]3+, 1443.5 [M+2H]2+
gef.: 722.2 [M+4H]4+, 962.5 [M+3H]3+, 1443.1 [M+2H]2+
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H-t-P2-t-PQpYEEIPI-a-Q-a-G-NH2 (49)
ESI-MS (m/z): ber.: 722.0 [M+4H]4+, 962.3 [M+3H]3+, 1443.0 [M+2H]2+
gef.: 722.7 [M+4H]4+, 962.2 [M+3H]3+, 1442.6 [M+2H]2+
H-g-P4-g-PQpYEEIPI-c-Q-c-G-NH2 (50)
ESI-MS (m/z): ber.: 729.5 [M+4H]4+, 972.3 [M+3H]3+, 1458.0 [M+2H]2+
gef.: 729.4 [M+4H]4+, 972.2 [M+3H]3+, 1457.6 [M+2H]2+
H-t-P4-g-PQpYEEIPI-c-Q-a-G-NH2 (51)
ESI-MS (m/z): ber.: 729.2 [M+4H]4+, 972.0 [M+3H]3+, 1457.5 [M+2H]2+
gef.: 729.2 [M+4H]4+, 971.9 [M+3H]3+, 1457.0 [M+2H]2+
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H-t-P4-t-PQpYEEIPI-a-Q-a-G-NH2 (52)
ESI-MS (m/z): ber.: 729.0 [M+4H]4+, 971.7 [M+3H]3+, 1457.0 [M+2H]2+
gef.: 728.9 [M+4H]4+, 971.5 [M+3H]3+, 1456.6 [M+2H]2+
H-gg-P2-g-PQpYEEIPI-c-Q-cc-G-NH2 (53)
ESI-MS (m/z): ber.: 686.7 [M+5H]5+, 858.1 [M+4H]4+, 1143.9 [M+3H]3+
gef.: 686.6 [M+5H]5+, 858.0 [M+4H]4+, 1143.6 [M+3H]3+
Das unsaubere Chromatogramm ist auf eine Störung des HPLC-Laufes zurückzuführen. Eine Wiederholung war
aufgrund der geringen Substanzmenge ausgeschlossen. Der Verwendung der Sonde fand unter Vorbehalt statt.
H-g-P2-gg-PQpYEEIPI-cc-Q-c-G-NH2 (54)
ESI-MS (m/z): ber.: 572.4 [M+6H]6+, 686.7 [M+5H]5+, 858.1 [M+4H]4+, 1143.8 [M+3H]3+
gef.: 572.3 [M+6H]6+, 686.6 [M+5H]5+, 858.1 [M+4H]4+, 1143.7 [M+3H]3+
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H-g-P4-gg-PQpYEEIPI-cc-Q-c-G-NH2 (55)
ESI-MS (m/z): ber.: 692.3 [M+5H]5+, 865.1 [M+4H]4+, 1153.2 [M+3H]3+
gef.: 692.3 [M+5H]5+, 865.0 [M+4H]4+, 1153.0 [M+3H]3+
H-ga-P2-ag-PQpYEEIPI-ct-Q-tc-G-NH2 (56)
ESI-MS (m/z): ber.: 662.5 [M+6H]6+, 794.8 [M+5H]5+, 993.2 [M+4H]4+, 1324.0 [M+3H]3+
gef.: 662.4 [M+6H]6+, 794.7 [M+5H]5+, 993.1 [M+4H]4+, 1323.8 [M+3H]3+
H-ga-P4-ag-PQpYEEIPI-ct-Q-tc-G-NH2 (57)
ESI-MS (m/z): ber.: 667.2 [M+6H]6+, 800.4 [M+5H]5+, 1000.3 [M+4H]4+, 1333.3 [M+3H]3+
gef.: 667.1 [M+6H]6+, 800.3 [M+5H]5+, 1000.1 [M+4H]4+, 1333.2 [M+3H]3+
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H-gg-P2-gg-PQpYEEIPI-cc-Q-cc-G-NH2 (58)
ESI-MS (m/z): ber.: 662.8 [M+6H]6+, 795.2 [M+5H]5+, 993.7 [M+4H]4+, 1324.6 [M+3H]3+
gef.: 662.8 [M+6H]6+, 795.2 [M+5H]5+, 993.7 [M+4H]4+, 1324.6 [M+3H]3+
H-cc-P2-cc-PQpYEEIPI-gg-Q-gg-G-NH2 (59)
ESI-MS (m/z): ber.: 662.8 [M+6H]6+, 795.2 [M+5H]5+, 993.7 [M+4H]4+, 1324.6 [M+3H]3+
gef.: 662.8 [M+6H]6+, 795.1 [M+5H]5+, 993.6 [M+4H]4+, 1324.5 [M+3H]3+
H-tg-P2-gg-PQpYEEIPI-cc-Q-ca-G-NH2 (60)
ESI-MS (m/z): ber.: 662.8 [M+6H]6+, 795.2 [M+5H]5+, 993.7 [M+4H]4+, 1324.6 [M+3H]3+
gef.: 662.7 [M+6H]6+, 795.0 [M+5H]5+, 993.4 [M+4H]4+, 1324.3 [M+3H]3+
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H-gg-P2-gg-PQpYEEIPI-cc-Q-cc-G-NH2 (61)
ESI-MS (m/z): ber.: 667.3 [M+6H]6+, 800.6 [M+5H]5+, 1000.5 [M+4H]4+, 1333.7 [M+3H]3+
gef.: 667.3 [M+6H]6+, 800.5 [M+5H]5+, 1000.4 [M+4H]4+, 1333.5 [M+3H]3+
H-cca-P2-ac-PQpYEEIPI-gt-Q-tgg-G-NH2 (62)
ESI-MS (m/z): ber.: 645.5 [M+7H]7+, 752.9 [M+6H]6+, 903.3 [M+5H]5+, 1128.9 [M+4H]4+, 1504.8 [M+3H]3+
gef.: 645.5 [M+7H]7+, 752.9 [M+6H]6+, 903.2 [M+5H]5+, 1128.7 [M+4H]4+, 1504.6 [M+3H]3+
H-cca-S-P2-S-ac-PQpYEEIPI-gt-Q-S-Q-tgg-G-NH2 (63)
ESI-MS (m/z): ber.: 754.2 [M+7H]7+, 879.7 [M+6H]6+, 1055.5 [M+5H]5+, 1319.1 [M+4H]4+, 1758.4 [M+3H]3+
gef.: 754.2 [M+7H]7+, 879.7 [M+6H]6+, 1055.4 [M+5H]5+, 1318.9 [M+4H]4+, 1758.1 [M+3H]3+
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H-cca-P4-ac-PQpYEEIPI-gt-Q-tgg-G-NH2 (64)
ESI-MS (m/z): ber.: 757.6 [M+6H]6+, 908.9 [M+5H]5+, 1135.9 [M+4H]4+, 1514.2 [M+3H]3+
gef.: 757.6 [M+6H]6+, 908.8 [M+5H]5+, 1135.7 [M+4H]4+, 1514.0 [M+3H]3+
H-acc-P4-ca-PQpYEEIPI-tg-Q-ggt-G-NH2 (65)
ESI-MS (m/z): ber.: 757.6 [M+6H]6+, 908.9 [M+5H]5+, 1135.9 [M+4H]4+, 1514.2 [M+3H]3+
gef.: 757.5 [M+6H]6+, 908.8 [M+5H]5+, 1135.7 [M+4H]4+, 1513.9 [M+3H]3+
H-cca-P2-S-P2-ac-PQpYEEIPI-gt-S-Q-S-tgg-G-NH2 (66)
ESI-MS (m/z): ber.: 755.3 [M+7H]7+, 881.1 [M+6H]6+, 1057.1 [M+5H]5+, 1321.1 [M+4H]4+, 1761.1 [M+3H]3+
gef.: 755.4 [M+7H]7+, 881.1 [M+6H]6+, 1057.0 [M+5H]5+, 1321.1 [M+4H]4+, 1761.1 [M+3H]3+
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H-cca-P2-P2-ac-PQpYEEIPI-gt-Q-tgg-G-NH2 (67)
ESI-MS (m/z): ber.: 694.4 [M+7H]7+, 810.0 [M+6H]6+, 971.8 [M+5H]5+, 1214.5 [M+4H]4+, 1618.9 [M+3H]3+
gef.: 694.4 [M+7H]7+, 809.9 [M+6H]6+, 971.7 [M+5H]5+, 1214.3 [M+4H]4+, 1618.8 [M+3H]3+
H-ca-P2-P2-acc-PQpYEEIPI-ggt-Q-tg-G-NH2 (68)
ESI-MS (m/z): ber.: 810.1 [M+6H]6+, 971.8 [M+5H]5+, 1214.5 [M+4H]4+, 1618.9 [M+3H]3+
gef.: 810.0 [M+6H]6+, 971.7 [M+5H]5+, 1214.3 [M+4H]4+, 1618.8 [M+3H]3+
H-K(C2Pyr)-PQpYEEIPI-K(C1Anthr)-NH2 (69)
ESI-MS (m/z): ber.: 601.0 [M+3H]3+, 901.0 [M+2H]2+, 1801.0 [M+H]+
gef.: 600.8 [M+3H]3+, 900.4 [M+2H]2+, 1800.6 [M+H]+
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A.1.4 Verbindungen aus Kapitel 4.4.5
H-cca-P2-S-P2-ac-RPLALWRS-gt-S-Q-S-tgg-G-NH2 (70)
ESI-MS (m/z): ber.: 652.3 [M+8H]8+, 745.4 [M+7H]7+, 869.4 [M+6H]6+, 1043.1 [M+5H]5+, 1303.6 [M+4H]4+
gef.: 652.4 [M+8H]8+, 745.4 [M+7H]7+, 869.4 [M+6H]6+, 1043.2 [M+5H]5+, 1303.6 [M+4H]4+
H-cca-P2-S-P2-ac-Ahex-RPLALWRS-Ahex-gt-S-Q-S-tgg-G-NH2 (71)
ESI-MS (m/z): ber.: 605.1 [M+9H]9+, 680.6 [M+8H]8+, 777.7 [M+7H]7+, 907.1 [M+6H]6+, 1088.4 [M+5H]5+,
1360.2 [M+4H]4+
gef.: 605.2 [M+9H]9+, 680.8 [M+8H]8+, 777.8 [M+7H]7+, 907.2 [M+6H]6+, 1088.4 [M+5H]5+,
1360.2 [M+4H]4+
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H-cca-P2-S-P2-ac-βA-RPLALWRS-βA-gt-S-Q-S-tgg-G-NH2 (72)
ESI-MS (m/z): ber.: 670.1 [M+8H]8+, 765.7 [M+7H]7+, 893.1 [M+6H]6+, 1071.5 [M+5H]5+, 1339.1 [M+4H]4+
gef.: 670.2 [M+8H]8+, 765.8 [M+7H]7+, 893.2 [M+6H]6+, 1071.6 [M+5H]5+, 1339.0 [M+4H]4+
H-DDD-cca-P2-S-P2-ac-RPLALWRS-gt-S-Q-S-tgg-G-NH2 (73)
ESI-MS (m/z): ber.: 695.5 [M+8H]8+, 794.7 [M+7H]7+, 927.0 [M+6H]6+, 1112.1 [M+5H]5+, 1389.9 [M+4H]4+
gef.: 695.6 [M+8H]8+, 794.8 [M+7H]7+, 927.0 [M+6H]6+, 1112.2 [M+5H]5+, 1389.8 [M+4H]4+
H-DDD-cca-P2-S-P2-ac-Ahex-RPLALWRS-Ahex-gt-S-Q-S-tgg-G-NH2
(74)
ESI-MS (m/z): ber.: 643.5 [M+9H]9+, 723.8 [M+8H]8+, 827.0 [M+7H]7+, 964.7 [M+6H]6+, 1157.4 [M+5H]5+,
gef.: 643.6 [M+9H]9+, 723.8 [M+8H]8+, 827.0 [M+7H]7+, 964.8 [M+6H]6+, 1157.4 [M+5H]5+,
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H-DDD-cca-P2-S-P2-ac-βA-RPLALWRS-βA-gt-S-Q-S-tgg-G-NH2 (75)
ESI-MS (m/z): ber.: 713.2 [M+8H]8+, 815.0 [M+7H]7+, 950.6 [M+6H]6+, 1140.6 [M+5H]5+, 1425.5 [M+4H]4+
gef.: 713.4 [M+8H]8+, 815.0 [M+7H]7+, 950.6 [M+6H]6+, 1140.6 [M+5H]5+, 1425.4 [M+4H]4+
H-cca-P2-P2-ac-RPLALWRS-gt-Q-tgg-G-NH2 (76)
ESI-MS (m/z): ber.: 599.0 [M+8H]8+, 684.4 [M+7H]7+, 798.3 [M+6H]6+, 957.8 [M+5H]5+, 1197.0 [M+4H]4+,
1595.7 [M+3H]3+
gef.: 599.2 [M+8H]8+, 684.6 [M+7H]7+, 798.4 [M+6H]6+, 957.8 [M+5H]5+, 1196.8 [M+4H]4+,
1595.2 [M+3H]3+
H-cca-P2-P2-ac-Ahex-RPLALWRS-Ahex-gt-Q-tgg-G-NH2 (77)
ESI-MS (m/z): ber.: 627.3 [M+8H]8+, 716.8 [M+7H]7+, 836.1 [M+6H]6+, 1003.1 [M+5H]5+, 1253.6 [M+4H]4+
gef.: 627.4 [M+8H]8+, 716.8 [M+7H]7+, 836.0 [M+6H]6+, 1003.0 [M+5H]5+, 1253.4 [M+4H]4+
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H-cca-P2-P2-ac-βA-RPLALWRS-βA-gt-Q-tgg-G-NH2 (78)
ESI-MS (m/z): ber.: 616.8 [M+8H]8+, 704.7 [M+7H]7+, 822.0 [M+6H]6+, 986.2 [M+5H]5+, 1232.5 [M+4H]4+,
1643.0 [M+3H]3+
gef.: 617.0 [M+8H]8+, 704.8 [M+7H]7+, 822.0 [M+6H]6+, 986.2 [M+5H]5+, 1232.2 [M+4H]4+,
1642.6 [M+3H]3+
H-DDD-cca-P2-P2-ac-RPLALWRS-gt-Q-tgg-G-NH2 (79)
ESI-MS (m/z): ber.: 733.8 [M+7H]7+, 855.9 [M+6H]6+, 1026.8 [M+5H]5+, 1283.3 [M+4H]4+, 1710.7 [M+3H]3+
gef.: 733.6 [M+7H]7+, 855.8 [M+6H]6+, 1026.6 [M+5H]5+, 1283.0 [M+4H]4+, 1710.2 [M+3H]3+
H-DDD-cca-P2-P2-ac-Ahex-RPLALWRS-Ahex-gt-Q-tgg-G-NH2 (80)
ESI-MS (m/z): ber.: 670.4 [M+8H]8+, 766.1 [M+7H]7+, 893.6 [M+6H]6+, 1072.1 [M+5H]5+, 1339.9 [M+4H]4+
gef.: 670.6 [M+8H]8+, 766.2 [M+7H]7+, 893.6 [M+6H]6+, 1072.0 [M+5H]5+, 1339.6 [M+4H]4+
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A.1 Chromatogramme und Massenspektren
H-DDD-cca-P2-P2-ac-βA-RPLALWRS-βA-gt-Q-tgg-G-NH2 (81)
ESI-MS (m/z): ber.: 659.9 [M+8H]8+, 754.1 [M+7H]7+, 879.6 [M+6H]6+, 1055.3 [M+5H]5+, 1318.8 [M+4H]4+
gef.: 660.0 [M+8H]8+, 754.2 [M+7H]7+, 879.6 [M+6H]6+, 1055.2 [M+5H]5+, 1318.6 [M+4H]4+
H-K(C2Pyr)-K(C2Pyr)-RPLALWRS-K(C1Anthr)-NH2 (82)
ESI-MS (m/z): ber.: 701.2 [M+3H]3+, 1051.2 [M+2H]2+
gef.: 701.0 [M+3H]3+, 1051.0 [M+2H]2+
A.1.5 Verbindungen aus Kapitel 4.5
H-K-tttg-PQpYEEIPI-caaa-K-G-NH2 (13)
ESI-MS (m/z): ber.: 507.8 [M+7H]7+, 592.3 [M+6H]6+, 710.5 [M+5H]5+, 887.9 [M+4H]4+, 1183.5 [M+3H]3+
gef.: 507.8 [M+7H]7+, 592.2 [M+6H]6+, 710.4 [M+5H]5+, 887.7 [M+4H]4+, 1183.3 [M+3H]3+
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H-K-gttg-PQpYEEIPI-caac-K-G-NH2 (14)
ESI-MS (m/z): ber.: 507.9 [M+7H]7+, 592.4 [M+6H]6+, 710.7 [M+5H]5+, 888.1 [M+4H]4+, 1183.9 [M+3H]3+
gef.: 507.9 [M+7H]7+, 592.4 [M+6H]6+, 710.6 [M+5H]5+, 888.0 [M+4H]4+, 1183.6 [M+3H]3+
H-D-K-gttg-PQpYEEIPI-caac-K-G-NH2 (15)
ESI-MS (m/z): ber.: 524.4 [M+7H]7+, 611.6 [M+6H]6+, 733.7 [M+5H]5+, 916.9 [M+4H]4+, 1222.2 [M+3H]3+
gef.: 524.3 [M+7H]7+, 611.5 [M+6H]6+, 733.6 [M+5H]5+, 916.7 [M+4H]4+, 1221.9 [M+3H]3+
H-DD-K-gttg-PQpYEEIPI-caac-K-G-NH2 (16)
ESI-MS (m/z): ber.: 540.8 [M+7H]7+, 630.8 [M+6H]6+, 756.8 [M+5H]5+, 945.7 [M+4H]4+, 1260.6 [M+3H]3+
gef.: 540.8 [M+7H]7+, 630.8 [M+6H]6+, 756.7 [M+5H]5+, 945.5 [M+4H]4+, 1260.2 [M+3H]3+
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A.1 Chromatogramme und Massenspektren
H-DDD-K-gttg-PQpYEEIPI-caac-K-G-NH2 (17)
ESI-MS (m/z): ber.: 557.3 [M+7H]7+, 650.0 [M+6H]6+, 779.8 [M+5H]5+, 974.5 [M+4H]4+, 1298.9 [M+3H]3+
gef.: 557.2 [M+7H]7+, 649.9 [M+6H]6+, 779.6 [M+5H]5+, 974.2 [M+4H]4+, 1298.7 [M+3H]3+
H-DD-K-tttg-PQpYEEIPI-caaa-K-G-NH2 (18)
ESI-MS (m/z): ber.: 540.7 [M+7H]7+, 630.6 [M+6H]6+, 756.6 [M+5H]5+, 945.4 [M+4H]4+, 1260.3 [M+3H]3+
gef.: 540.7 [M+7H]7+, 630.7 [M+6H]6+, 756.4 [M+5H]5+, 945.2 [M+4H]4+, 1259.9 [M+3H]3+
H-DDD-K-tttg-PQpYEEIPI-caaa-K-G-NH2 (19)
ESI-MS (m/z): ber.: 557.1 [M+7H]7+, 649.8 [M+6H]6+, 779.6 [M+5H]5+, 974.2 [M+4H]4+, 1298.6 [M+3H]3+
gef.: 557.2 [M+7H]7+, 649.8 [M+6H]6+, 779.6 [M+5H]5+, 974.0 [M+4H]4+, 1298.4 [M+3H]3+
177
A Analytik der synthetisierten Verbindungen
H-K-gcta-PQpYEEIPI-ccaa-K-G-NH2 (20)
ESI-MS (m/z): ber.: 503.5 [M+7H]7+, 587.3 [M+6H]6+, 704.5 [M+5H]5+, 880.4 [M+4H]4+, 1173.5 [M+3H]3+
gef.: 503.5 [M+7H]7+, 587.3 [M+6H]6+, 704.5 [M+5H]5+, 880.3 [M+4H]4+, 1173.3 [M+3H]3+
H-DD-K-gcta-PQpYEEIPI-ccaa-K-G-NH2 (21)
ESI-MS (m/z): ber.: 536.4 [M+7H]7+, 625.6 [M+6H]6+, 750.6 [M+5H]5+, 937.9 [M+4H]4+, 1250.2 [M+3H]3+
gef.: 536.5 [M+7H]7+, 625.6 [M+6H]6+, 750.4 [M+5H]5+, 937.7 [M+4H]4+, 1249.9 [M+3H]3+
H-DDD-K-gcta-PQpYEEIPI-ccaa-K-G-NH2 (22)
ESI-MS (m/z): ber.: 552.8 [M+7H]7+, 644.8 [M+6H]6+, 773.6 [M+5H]5+, 966.7 [M+4H]4+, 1288.6 [M+3H]3+
gef.: 552.9 [M+7H]7+, 644.8 [M+6H]6+, 773.5 [M+5H]5+, 966.6 [M+4H]4+, 1288.3 [M+3H]3+
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A.1 Chromatogramme und Massenspektren
H-DD-K-gttg-TEGQpYQPQP-caac-K-G-NH2 (23)
ESI-MS (m/z): ber.: 549.3 [M+7H]7+, 640.6 [M+6H]6+, 768.6 [M+5H]5+, 960.4 [M+4H]4+, 1280.2 [M+3H]3+
gef.: 549.3 [M+7H]7+, 640.6 [M+6H]6+, 768.5 [M+5H]5+, 960.3 [M+4H]4+, 1280.1 [M+3H]3+
H-DD-K-tttg-TEGQpYQPQP-caaa-K-G-NH2 (24)
ESI-MS (m/z): ber.: 549.1 [M+7H]7+, 640.5 [M+6H]6+, 768.4 [M+5H]5+, 960.2 [M+4H]4+, 1279.9 [M+3H]3+
gef.: 549.1 [M+7H]7+, 640.4 [M+6H]6+, 768.3 [M+5H]5+, 960.1 [M+4H]4+, 1279.7 [M+3H]3+
H-DD-K-gcta-TEGQpYQPQP-ccaa-K-G-NH2 (25)
ESI-MS (m/z): ber.: 544.8 [M+7H]7+, 635.5 [M+6H]6+, 762.3 [M+5H]5+, 952.7 [M+4H]4+, 1269.9 [M+3H]3+
gef.: 544.9 [M+7H]7+, 635.4 [M+6H]6+, 762.3 [M+5H]5+, 952.5 [M+4H]4+, 1269.6 [M+3H]3+
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H-DD-K-gttg-PQpYEEIPI-K-G-NH2 (26)
ESI-MS (m/z): ber.: 546.2 [M+5H]5+, 682.4 [M+4H]4+, 909.6 [M+3H]3+, 1363.9 [M+2H]2+
gef.: 546.1 [M+5H]5+, 682.4 [M+4H]4+, 909.4 [M+3H]3+, 1363.6 [M+2H]2+
H-DD-K-tttg-PQpYEEIPI-K-G-NH2 (27)
ESI-MS (m/z): ber.: 676.2 [M+4H]4+, 901.2 [M+3H]3+, 1351.4 [M+2H]2+
gef.: 676.1 [M+4H]4+, 901.1 [M+3H]3+, 1351.1 [M+2H]2+
H-DD-K-gcta-PQpYEEIPI-K-G-NH2 (28)
ESI-MS (m/z): ber.: 539.9 [M+5H]5+, 674.7 [M+4H]4+, 899.2 [M+3H]3+, 1348.4 [M+2H]2+
gef.: 539.9 [M+5H]5+, 674.6 [M+4H]4+, 899.0 [M+3H]3+, 1348.1 [M+2H]2+
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H-DD-K-PQpYEEIPI-caac-K-G-NH2 (29)
ESI-MS (m/z): ber.: 445.0 [M+6H]6+, 533.7 [M+5H]5+, 666.9 [M+4H]4+, 888.9 [M+3H]3+, 1332.8 [M+2H]2+
gef.: 449.9 [M+6H]6+, 533.7 [M+5H]5+, 666.8 [M+4H]4+, 888.7 [M+3H]3+, 1332.6 [M+2H]2+
H-DD-K-PQpYEEIPI-caaa-K-G-NH2 (30)
ESI-MS (m/z): ber.: 449.0 [M+6H]6+, 538.6 [M+5H]5+, 672.9 [M+4H]4+, 896.9 [M+3H]3+, 1344.9 [M+2H]2+
gef.: 449.0 [M+6H]6+, 538.6 [M+5H]5+, 672.8 [M+4H]4+, 896.8 [M+3H]3+, 1344.5 [M+2H]2+
H-DD-K-PQpYEEIPI-ccaa-K-G-NH2 (31)
ESI-MS (m/z): ber.: 445.0 [M+6H]6+, 533.7 [M+5H]5+, 666.9 [M+4H]4+, 888.9 [M+3H]3+, 1332.8 [M+2H]2+
gef.: 445.0 [M+6H]6+, 533.8 [M+5H]5+, 666.8 [M+4H]4+, 888.7 [M+3H]3+, 1332.7 [M+2H]2+
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Ac-PQpYEEIPI-NH2 (32)
ESI-MS (m/z): ber.: 555.6 [M+2H]2+, 1010.1 [M+H]+
gef.: 555.4 [M+2H]2+, 1009.5 [M+H]+
Ac-TEGQpYQPQP-NH2 (33)
ESI-MS (m/z): ber.: 585.1 [M+2H]2+, 1169.1 [M+H]+
gef.: 584.8 [M+2H]2+, 1168.4 [M+H]+
182
A.2 NMR-Spektren
A.2 NMR-Spektren
Fmoc-Aeg(Boc)-OH (38)
1H-NMR-Spektrum (500 MHz, DMSO-d6)
13C-NMR-Spektrum (APT, 125 MHz, DMSO-d6)
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A Analytik der synthetisierten Verbindungen
Fmoc-Aeg(Alloc)-OH (39)
1H-NMR-Spektrum (500 MHz, DMSO-d6)
13C-NMR-Spektrum (APT, 125 MHz, DMSO-d6)
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A.2 NMR-Spektren
Fmoc-Aeg(Ac)-OH (40)
1H-NMR-Spektrum (500 MHz, DMSO-d6)
13C-NMR-Spektrum (APT, 125 MHz, DMSO-d6)
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B Übersicht der verwendeten Verbindungen
Nr. Sequenz
Verbindungen aus Kapitel 4.4.1
(Sequenzinterne Fluoreszenzmarkierung)
34 H-DD-K(FAM)-gttg -PQpYEEIPI-caac-K(Dabcyl)-G-NH2
35 H-DD-gttg -K(FAM)-PQpYEEIPI-K(Dabcyl)-caac-G-NH2
36 H-K(FAM)-PQpYEEIPI-K(Dabcyl)-G-NH2
Verbindungen aus Kapitel 4.4.4
(Detektion von SH2-Proteindomänen mit IS-HPBs)
46 H-g -P2-S-g -PQpYEEIPI-c-Q-S-c-G-NH2
47 H-g -P2-g -PQpYEEIPI-c-Q-c-G-NH2
48 H-t-P2-g -PQpYEEIPI-c-Q-a-G-NH2
49 H-t-P2-t-PQpYEEIPI-a-Q-a-G-NH2
50 H-g -P4-g -PQpYEEIPI-c-Q-c-G-NH2
51 H-t-P4-g -PQpYEEIPI-c-Q-a-G-NH2
52 H-t-P4-t-PQpYEEIPI-a-Q-a-G-NH2
53 H-gg -P2-g -PQpYEEIPI-c-Q-cc-G-NH2
54 H-g -P2-gg -PQpYEEIPI-cc-Q-c-G-NH2
55 H-g -P4-gg -PQpYEEIPI-cc-Q-c-G-NH2
56 H-ga-P2-ag -PQpYEEIPI-ct-Q-tc-G-NH2
57 H-ga-P4-ag -PQpYEEIPI-ct-Q-tc-G-NH2
58 H-gg -P2-gg -PQpYEEIPI-cc-Q-cc-G-NH2
59 H-cc-P2-cc-PQpYEEIPI-gg -Q-gg -G-NH2
60 H-tg -P2-gg -PQpYEEIPI-cc-Q-ca-G-NH2
61 H-tg -P4-gg -PQpYEEIPI-cc-Q-ca-G-NH2
62 H-cca-P2-ac-PQpYEEIPI-gt-Q-tgg -G-NH2
63 H-cca-S-P2-S-ac-PQpYEEIPI-gt-Q-S-Q-tgg -G-NH2
64 H-cca-P4-ac-PQpYEEIPI-gt-Q-tgg -G-NH2
65 H-acc-P4-ca-PQpYEEIPI-tg -Q-ggt-G-NH2
66 H-cca-P2-S-P2-ac-PQpYEEIPI-gt-S-Q-S-tgg -G-NH2
67 H-cca-P2-P2-ac-PQpYEEIPI-gt-Q-tgg -G-NH2
68 H-ca-P2-P2-acc-PQpYEEIPI-ggt-Q-tg -G-NH2
69 H-K(C2Pyr)-PQpYEEIPI-K(C1Anthr)-NH2
83 H-acc-P4-ca-PQpYEEIPI-tg -S-ggt-G-NH2
Fortsetzung nächste Seite
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B Übersicht der verwendeten Verbindungen
Nr. Sequenz
Verbindungen aus Kapitel 4.4.5
(Detektion von MMP-7 mit IS-HPBs)
70 H-cca-P2-S-P2-ac-RPLALWRS-gt-S-Q-S-tgg -G-NH2
71 H-cca-P2-S-P2-ac-Ahex-RPLALWRS-Ahex-gt-S-Q-S-tgg -G-NH2
72 H-cca-P2-S-P2-ac-ßA-RPLALWRS-ßA-gt-S-Q-S-tgg -G-NH2
73 H-DDD-cca-P2-S-P2-ac-RPLALWRS-gt-S-Q-S-tgg -G-NH2
74 H-DDD-cca-P2-S-P2-ac-Ahex-RPLALWRS-Ahex-gt-S-Q-S-tgg -G-NH2
75 H-DDD-cca-P2-S-P2-ac-ßA-RPLALWRS-ßA-gt-S-Q-S-tgg -G-NH2
76 H-cca-P2-P2-ac-RPLALWRS-gt-Q-tgg -G-NH2
77 H-cca-P2-P2-ac-Ahex-RPLALWRS-Ahex-gt-Q-tgg -G-NH2
78 H-cca-P2-P2-ac-ßA-RPLALWRS-ßA-gt-Q-tgg -G-NH2
79 H-DDD-cca-P2-P2-ac-RPLALWRS-gt-Q-tgg -G-NH2
80 H-DDD-cca-P2-P2-ac-Ahex-RPLALWRS-Ahex-gt-Q-tgg -G-NH2
81 H-DDD-cca-P2-P2-ac-ßA-RPLALWRS-ßA-gt-Q-tgg -G-NH2
82 H-K(C2Pyr)-K(C2Pyr)-RPLALWRS-K(C1Anthr)-NH2
Verbindungen aus Kapitel 4.5
(Thermodynamische Untersuchung der PNA-Peptid-Konjugate)
13 H-K-tttg -PQpYEEIPI-caaa-K-G-NH2
14 H-K-gttg -PQpYEEIPI-caac-K-G-NH2
15 H-D-K-gttg -PQpYEEIPI-caac-K-G-NH2
16 H-DD-K-gttg -PQpYEEIPI-caac-K-G-NH2
17 H-DDD-K-gttg -PQpYEEIPI-caac-K-G-NH2
18 H-DD-K-tttg -PQpYEEIPI-caaa-K-G-NH2
19 H-DDD-K-tttg -PQpYEEIPI-caaa-K-G-NH2
20 H-K-gcta-PQpYEEIPI-ccaa-K-G-NH2
21 H-DD-K-gcta-PQpYEEIPI-ccaa-K-G-NH2
22 H-DDD-K-gcta-PQpYEEIPI-ccaa-K-G-NH2
23 H-DD-K-gttg -TEGQpYQPQP-caac-K-G-NH2
24 H-DD-K-tttg -TEGQpYQPQP-caaa-K-G-NH2
25 H-DD-K-gcta-TEGQpYQPQP-ccaa-K-G-NH2
26 H-DD-K-gttg -PQpYEEIPI-K-G-NH2
27 H-DD-K-tttg -PQpYEEIPI-K-G-NH2
28 H-DD-K-gcta-PQpYEEIPI-K-G-NH2
29 H-DD-K-PQpYEEIPI-caac-K-G-NH2
30 H-DD-K-PQpYEEIPI-caaa-K-G-NH2
31 H-DD-K-PQpYEEIPI-ccaa-K-G-NH2
32 Ac-PQpYEEIPI-NH2
33 Ac-TEGQpYQPQP-NH2
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C Abkürzungsverzeichnis
Es wurde der Einbuchstabencode für Aminosäuren (L-Konfiguration: groß, D-Kon-
figuration: klein) verwendet. PNA-Monomere wurden mit kleinen, kursiv gedruck-
ten Buchstaben (a, g, c, t) gekennzeichnet. Die mit den Chromophoren Pyren
(P2 mit 1-Pyrenessigsäure, P4 mit 1-Pyrenbuttersäure) und Anthrachinon (Q mit
Anthrachinon-2-carbonsäure) modifizierten PNA-Bausteine und das synthetisierte
PNA-Monomer Fmoc-Aeg(Ac)-OH (S, 40) wurden mit fett gedruckten Großbuch-
staben dargestellt und unterstrichen, um eine Verwechselung mit den Aminosäuren
in der Sequenz zu vermeiden.
Aeg N -(2-Aminoethyl)glycin
Ahex Aminohexansäure
Alloc Allyloxycarbonyl
Amp Ampicillin
APS Ammoniumpersulfat
ATP Adenosintriphosphat
Äq. Äquivalent(e)
AS Aminosäure
a.u. arbitrary unit
AU absorbance units
AuNP Goldnanopartikel
b PNA-Monomer
B Nukleobase
BADAN 6-Bromoacetyl-2-dimethylaminonaphthalen
BEH Ethylene Bridged Hybrid
ber. berechnet
BHQ Black Hole Quencher
Bhoc Benzhydryloxycarbonyl
BIR Baculovirus inhibitor of apoptosis protein repeat
Boc tert-Butyloxycarbonyl
BSA Bovine Serum Albumine
C1Anthr Anthrachinon-2-carbonsäure
C2Pyr 1-Pyrenessigsäure
CHAPS 3-[(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]propansulfonat
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CIP alkalische Phosphatase, engl. calf intestine phosphatase
Dabcyl-OH 4-(4-Dimethylaminophenyl)diazenylbenzoesäure
Dansyl-OH 5-(Dimethylamino)naphthalen-1-sulfonsäure
DIPEA N,N -Diisopropylethylamin
DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium
DMEM* DMEM mit 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin
DMF N,N -Dimethylformamid
DNA Desoxyribonukleinsäure
DOPA 3,4-Dihydroxylphenylalanin
DTT Dithiothreitol
E. coli Escherichia coli
EDTA N,N,N',N' -Ethylendiamintetraessigsäure
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
ESI Elektrosprayionisation
et al. und andere
FAM 5(6)-Carboxyfluorescein
FCS fötales Kälberserum, engl. fetal calf serum
Fmoc 9-Fluorenylmethoxycarbonyl
FPLC Fast Protein Liquid Chromatography
FRET Förster-Resonanz-Energietransfer
gef. gefunden
GST Glutathion-S-Transferase
GTP Guanosintriphosphat
HBTU O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N' -tetramethyluroniumhexa-
fluorophosphat
HCTU O-(6-Chlorbenzotriazol-1-yl)-N,N,N',N' -tetramethyluronium-
hexafluorophosphat
HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)ethansulfonsäure
HIV human immunodeficiency virus
hmT hamster polyomavirus middle-sized tumor
HOBt N -Hydroxybenzotriazol
HPB Hairpin Peptide Beacon
HPLC High Performance Liquid Chromatography
IPTG Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid
IRF instrument response function
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IS-HPB In-Stem Hairpin Peptide Beacon
ITC Isotherme Titrationskalorimetrie
LB lysogeny broth
Lck lymphocyte specific
LTQ-FT-ICR lineare Ionenfalle-Fouriertransformation-Ionenzyklotron-
resonanz
MALDI Matrix-unterstützte Laserdesorption und -ionisation
MB Molecular Beacon
MBHA 4-Methylbenzhydrylamin
β-ME β-Mercaptoethanol
MMP Matrix-Metalloprotease
Mmt Monomethoxytrityl
MOPS 3-(N -Morpholino)propansulfonsäure
mRNA messenger RNA
MS Massenspektrometrie
MW molekulare Masse
n.b. nicht bestimmbar
NCL native chemische Ligation
NIR nahes Infrarot
NMA N -Methylanilin
NMM N -Methylmorpholin
NMP N -Methyl-2-pyrrolidon
NMR Kernspinresonanz, engl. Nuclear Magnetic Resonance
OD optische Dichte
PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese
PB Pefablocr SC
PDB-ID Protein Data Bank identification code
PET photoinduzierter Elektronentransfer
PNA Peptidnukleinsäure
PNA I N -terminales PNA-Segment der PNA-Peptid-Konjugate
PNA II C -terminales PNA-Segment der PNA-Peptid-Konjugate
pY Phosphotyrosin
PyBOP (Benzotriazol-1-yl)oxytripyrrolidinophosphoniumhexafluoro-
phosphat
Pyr Pyren
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QD Quantum Dot
RFU relative fluorescence units
RNA Ribonukleinsäure
RP reversed phase
rpm rounds per minute
SDS Sodiumdodecylsulfat
SH2 Src Homology 2
SOC super optimal broth with catabolite repression
Src Akronym aus cellular und sarcoma
TB terrific broth
TCSPC Time-Correlated Single Photon Counting
TEMED N,N,N',N' -Tetramethylethylendiamin
TFA Trifluoressigsäure
TFMSA Trifluormethansulfonsäure
THF Tetrahydrofuran
TIS Triisopropylsilan
TMR Carboxytetramethylrhodamin
Tris Tris-(hydroxymethyl)aminomethan
Trt Trityl
UPLC Ultra Performance Liquid Chromatography
UV Ultraviolett
Vis sichtbar (engl. visible)
X N -terminale Modifikation der PNA-Peptid-Konjugate
XIAP X-linked inhibitor of apoptosis proteins
Z Benzyloxycarbonyl
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